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Heparinkofaktor II (HCII) ist ein Inhibitor von Thrombin, dem zentralen Protein der Blutge-
rinnung. Die Thrombin-Inhibition durch HCII wird von den Glykosaminoglykanen (GAGs)
Heparin, Heparansulfat und Dermatansulfat katalysiert. An Proteoglykane gebunden, stellen
Heparansulfat und Dermatansulfat Bestandteile der extrazellulären Matrix (ECM) dar, die den
interzellularen Raum im Gewebe ausfüllt. HCII gehört zur Proteinfamilie der Serpine. Da die
Serpine eine gemeinsame Tertiärstruktur besitzen, die eine außerordentliche allosterische
Funktionalität ermöglicht, sollen zunächst die Serpine allgemein vorgestellt werden.
2 Serpine
Serpin ist ein Akronym für Serinprotease-Inhibitor. Die meisten Serpine üben eine Funktion
als spezifische Inhibitoren von Serinproteasen aus (Potempa et al. 1994). Serpine sind eine
phylogenetisch alte Gruppe, die in Vertebraten, Arthropoden, Nematoden, Pflanzen und Viren
vertreten ist. Serpine besitzen eine gemeinsame Kernstruktur von ca. 380 Aminosäuren mit
Gemeinsamkeiten in der Primär-, Sekundär- und Tertiärstruktur. Von den über 100 Mitglie-
dern dieser Familie sind viele erst aufgrund von cDNA-Sequenz-Homologie identifiziert wor-
den, andere sind bereits auf der Proteinebene sehr gut charakterisiert (Gettins et al. 1996).
Eine Einordnung in Subfamilien erfolgt anhand der innerhalb der einzelnen Gruppen konser-
vierten Exon-Intron-Struktur (Remold-O´Donnell 1993). Zahlreiche Serpine besitzen keine
inhibitorische Funktion, lassen sich jedoch eindeutig wegen ihrer Proteinstruktur und DNA-
Sequenz-Homologien den Serpinen zuordnen. Das bekannteste nicht inhibitorische Serpin ist
Ovalbumin, das in großer Menge in Hühnereiern vorkommt, und sich im Vergleich zu inhibi-
torischen Serpinen leicht in kristalliner Form darstellen läßt (Hofmeister 1892).
2.1 Medizinische Bedeutung der Serpine
Die Serpine stellen eine Proteinfamilie mit großer medizinischer Bedeutung dar (Stein & Car-
rell 1995). Eine Übersicht ist in Tabelle 1 gegeben. Fehlfunktionen können Störungen der
Blutgerinnung, Emphyseme, Leberzirrhose und bestimmte Formen von Krebs und Alzheimer
zur Folge haben. Bisher so rätselhafte Krankheiten wie BSE (Bovine Spongiforme Encepha-
lopathie), Creutzfeld-Jakob und Alzheimer beruhen möglicherweise auf einem gemeinsamen
molekularen Prinzip, das auf einem spontanen oder induzierbaren Konformationsübergang
mit nachfolgender Selbst-Aggregation und Gewebeablagerung beruht. Diese Krankheiten
werden daher als conformational diseases bezeichnet (Carrell & Lomas, 1997). Serpine sind
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allosterische Proteine und können unterschiedliche Konformationen einnehmen, die Vorau-
setzung für ihre biologischen (Fehl-) Funktionen sind.
Tab. 1: Beteiligung von Serpinen an der Entstehung von Krankheiten (verändert, Whisstock et al. 1998).
Serpin Zielprotease Funktion Folgen von Fehlfunktion
P r o t e a s e h e m m e n d e S e r p i n e
α1-Antitrypsin Elastase verhindert Gewebeabbau (Lungen)-Emphysem
(Leber)-Zirrhose
Antithrombin (AT) Thrombin, Faktor IX, X, XI hemmt die
Blutgerinnungskaskade
Thrombose
Heparinkofaktor II Thrombin hemmt Blutgerinnung, (?) Thrombose (?)
C1-Inhibitor C1-Esterase Kontrolle der Komplement-
Kaskade
Angioödem
PAI-1 tPA, uPA Kontrolle der Fibrinolyse Blutungen, Thrombose
α1-Antichymotrypsin Cathepsin G verhindert Gewebeabbau Emphysem, Alzheimer
Protease Nexin I Thrombin, Faktor XI (?) Alzheimer (?)
Neuroserpin (?) (?) (familiäre) Demenz





Virulenzfaktor Verlust der Virulenz
SERP1 (Myxoma Virus) tPA, uPA, Plasmin Virulenzfaktor Verlust der Virulenz








HSP 47 Chaperon, Proteinfaltung Fibrose (?)
2.2 Grundstruktur der Serpine
Die Kernstrukur der Serpine besteht aus drei β-Faltblättern A, B und C sowie neun α-Helices
A bis I (Abb. 1 a). Die reaktive Schleife enthält an einer exponierten Stelle das reaktive Zent-
rum, welches von der jeweiligen Zielprotease erkannt und gespalten wird. Die beiden Amino-
säurereste zu beiden Seiten der Spaltstelle werden nach der Nomenklatur von Schechter &
Berger (1967) als P1 bzw. P´1 bezeichnet und ausgehend von der Spaltstelle aufsteigend nu-
meriert. Die zur Spaltstelle C-terminalen Aminosäuren werden mit einem Strich gekennzeich-
net.
α1-Antitrypsin war das erste Serpin, dessen dreidimensionale Struktur mit Hilfe der Röntgen-
strukturanalyse aufgeklärt werden konnte. Dieses Serpin lag in gespaltener Form vor und die
Bereiche zu beiden Seiten der Spaltstelle befanden sich an entgegengesetzten Enden des Mo-
leküls, wobei ein Abschnitt der reaktiven Schleife Teil eines β-Faltblattes war (Loeberman et
al. 1984). Die exponierte Position der ungespaltenen reaktiven Schleife, die bei inhibitori-
schen Serpinen das reaktive Zentrum enthält, wurde erst durch die Röntgenstrukturanalyse
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von Ovalbumin erkannt (Stein et al. 1990 und 1991). Seitdem sind weitere Serpine auf diese
Weise in ihrer dreidimensionalen Struktur aufgeklärt worden, so daß sich ein immer vollstän-
digeres Bild ihrer verschiedenen allosterischen Zustände abzeichnet (Whisstock et al. 1998).
2.3 Konformationszustände der Serpine
Die Spaltung des reaktiven Zentrums wird von einer Konformationsänderung des Serpins
begleitet, die zu einer größeren Thermostabilität und zum Verlust der Inhibitor-Aktivität führt.
Diese Konformationsänderung wird als S→R-Übergang (stressed → relaxed) bezeichnet.
Verschiedene Konformationszustände konnten bereits durch Röntgenstrukturanalysen (Abb.
1b) sichtbar gemacht werden.
Viele Serpine liegen im nativen Zustand als S-Zustand „gespannt“ vor. Sie sind thermodyna-
misch gesehen metastabil und gelangen nach Spaltung des reaktiven Zentrums in einen erheb-
lich stabileren Zustand. Dabei inseriert der N-terminale Teil der reaktiven Schleife (P1 bis
P14) in das β-Faltblatt A, das in seiner nunmehr antiparallelen Struktur energetisch begünstigt
vorliegt.
Bei manchen Serpinen kann die reaktive Schleife auch ohne Spaltung partiell oder vollständig
in das β-Faltblatt A inserieren. Letztere Konformation wird als latent (Abb. 1b) bezeichnet
und ist inaktiv.
Für die Insertion muß sich das geschlossene β-Faltblatt A öffnen, um Platz für den Strang 4
zu schaffen, so daß die allosterische Konformationsänderung fast alle Teile des Moleküls ein-
schließt. Für diesen Mechanismus sind bestimmte Teile des Moleküls von besonderer Bedeu-
tung: Die proximalen und distalen Scharnier-Regionen (hinge) zu beiden Enden der reaktiven
Schleife sowie die Verschluß-Domäne (shutter) vor α-Helix B unter dem β-Faltblatt A (Abb.
1a). Hier können bereits Punktmutationen zu dramatischen Fehlfunktionen führen (Stein &
Carrell 1995). Auch die Beweglichkeit von α-Helix F und deren Verbindungsschleife zu β-
Strang A3 spielt offensichtlich eine wichtige Rolle (Gooptu et al. 2000, Lee et al. 2000).
Serpine sind aufgrund des beschriebenen Mechanismus anfällig für conformational diseases,
da das Faltblatt A auch geeignete Peptid-Stränge eines weiteren Proteinmoleküls akzeptiert
und sich dadurch Polymere bilden können. Bei bestimmten Serpin-Varianten kann dies bereits
durch eine Temperaturerhöhung von 2-3 °C induziert werden (Carrell & Lomas, 1997). Durch
Insertion der reaktiven Schleife eines aktiven Serpin-Moleküls in das β-Faltblatt A eines
zweiten Moleküls entstehen loop-sheet-Polymere, deren Aggregate zu bestimmten Formen
von Thrombose (Bruce et al. 1994), Leberzirrhose (Lomas et al. 1992) Lungenemphysem
(Gooptu et al. 2000), Krebs (Liu et al. 1999) und Demenz (Davis et al. 1999) führen können.
Die Insertion einer geeigneten Peptidsequenz eines Fremdproteins in das β-Faltblatt A inakti-
viert das Serpin und trägt im Falle von α1-Antichymotrypsin möglicherweise zur Entstehung






Abb. 1: a) Grundstruktur der Serpine am Beispiel
von Antithrombin. rot: Reaktive Schleife mit P1-
Aminosäure des reaktiven Zentrums (P1-P´1);
grün: β-Faltblatt A mit 6 Strängen; hellblau: β-
Faltblatt B mit 6 Strängen; violett: β-Faltblatt C
mit 4 Strängen; A bis I: α-Helices. Ein Teil der
reaktiven Schleife ist in das β-Faltblatt A als β-
Strang 4 bereits inseriert. Durch vollständige
Insertion gelangt das Molekül in einen
thermodynamisch begünstigten stabilen Zustand.
PDB-Datei 2ant (Skinner et al. 1997) mit Swiss-
PDB-Viewer 3.6b3 bearbeitet.
b) Schema der Konformations-Zustände von
Serpinen, die durch Röntgenstrukturanalysen
belegt sind. Dargestellt ist das β-Faltblatt A mit
reaktiver Schleife, welche das reaktive Zentrum
mit der P1-Aminosäure enthält. Der Zustand mit
voll- oder teilexponierter reaktiver Schleife (na-
tiv) entspricht der aktiven Form der Serpine,
während der latente und gespaltene Zustand inak-
tiv ist. Ein intermediärer Zustand wurde durch
Röntgenstrukturanalyse einer Mutante (L55P)
von α1-Antichymotrypsin entdeckt (Gooptu et al.
2000). Es inseriert dort eine Verbindungsschleife
zwischen Helix F und β-Strang A3 (SF) in das β-
Faltblatt A. PAI-1: Plasminogenaktivator-
Inhibitor-1.
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2.4 Mechanismus der Protease-Inhibition
Der Ablauf der Protease-Inhibition wird durch den in Abbildung 2 skizzierten branched-
pathway-Mechanismus (Lawrence et al. 1995 und 2000) beschrieben. Um eine Protease zu
inhibieren, verhält sich das Serpin wie ein geschickter Angler. Der Raubfisch (Protease) wird
durch einen attraktiven Köder (Pseudosubstrat, reaktive Schleife) verleitet zuzubeißen (Spal-
tung der P1-P´1-Bindung). Dies bemerkt der Angler und zieht schnell an der Angel (begin-
nende Insertion der reaktiven Schleife, S→R-Übergang), so daß sich der Haken (P1-Rest) im
Maul (aktives Zentrum der Protease) verfängt. Um den Fisch nicht zu verlieren, hält der Ang-
ler die Schnur dauerhaft unter Spannung, um ein Loslösen des Hakens zu verhindern (kova-
lenter Serpin-Enzym-Komplex mit vollständig inserierter reaktiver Schleife). Reagiert der
Angler zu langsam, kann sich der Raubfisch lösen (Deacylierung) und hinterläßt den Angler
mit eingezogener Schnur und zerstörtem Köder (inaktives Serpin mit gespaltener und inserier-
ter reaktiver Schleife).
Abb. 2: Branched-pathway-Mechanismus der Serinprotease-Inhibition durch Serpine. Das proteolytische Enzym
E bindet reversibel die reaktive Schleife vom Serpin I in einem nicht kovalenten Begegnungs-(Michaelis)-
Komplex (E•I). Dieser Komplex kann wieder dissoziieren oder nach Spaltung der P1-P`1-Bindung als Acyl-
Intermediat (EIc) einen kovalenten Komplex bilden. Das Serpin ist mit dem P1-Rest an das Serin des aktiven
Zentrums der Protease gebunden. Dieser Zustand wird durch Insertion der reaktiven Schleife in das β-Faltblatt A
kinetisch stabilisiert (EIi), vermutlich durch eine sterische Verzerrung des aktiven Zentrums der Protease. Alter-
nativ kann das Serpin gespalten werden (Ic) und verhält sich damit wie ein gewöhnliches Peptid-Substrat. Die
gespaltene reaktive Schleife inseriert ebenfalls in das β-Faltblatt A des nun inaktiven Serpins (Ii). Welche der
alternativen Wege bevorzugt eingeschlagen wird, hängt von der Geschwindigkeit (ki) der Insertion der reaktiven
Schleife ab (Lawrence et al. 2000).
Obwohl der von Lawrence et al. (1995) vorgeschlagene Inhibitionsmechanismus experimen-
tell vielfach bestätigt wurde (Stone & Le Bonniec 1997, Stratikos & Gettins 2000, Lawrence
et al. 2000), gibt es bislang nur eine Röntgenstrukturanalyse eines Serpin-Enzymkomplexes.
Nach 20-jährigen Bemühungen ist es erstmals Huntington et al. (2000b) gelungen, einen Ser-
pin-Enzym-Komplex zu kristallisieren und der Röntgenstrukturanalyse zuzuführen. Diese
Röntgenstruktur erweitert die bisherigen Modellvorstellungen um die Erkenntnis, daß die Pro-
tease im Komplex weitgehend deformiert vorliegt (Abb. 3).
E + I E•I EIc
EIi







Heparin ist ein anionisches Polysaccharid und gehört zu den GAGs, die in Abschnitt I.4.2
beschrieben sind. Neben HCII gibt es weitere Heparin-bindende Serpine, und zwar Protease-
Nexin-1, Protein-C-Inhibitor (PCI), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) und An-
tithrombin (AT). Letzteres bietet die meisten Parallelen zu HCII und der Aktivierungsmecha-
nismus ist am besten aufgeklärt (s. Abschn. I.3.4.1). Bei HCII, AT, Protease-Nexin-1 und
PAI-1 liegt die Heparin-Bindungsstelle im Bereich der α-Helix D (vergl. Abb. 1a, 68 und 69)
und deren Umgebung (α-Helix A), während die Heparin-Bindung bei PCI im Bereich der
α-Helices H und A erfolgt (Pratt et al. 1992, Gettins et al. 1996).
3 Heparinkofaktor II
3.1 Geschichte von Heparinkofaktor II
Heparin, ein Kohlenhydrat-Polyanion (s. Abschnitt I.4.2), ist ein potenter Inhibitor der Blut-
gerinnung und wird therapeutisch zu diesem Zweck eingesetzt. Diese Wirkung wird durch
zwei Plasma-Proteine vermittelt, die erstmals von Briginshaw & Shanberge (1974) getrennt
und partiell aufgereinigt wurden. Die damals als Heparinkofaktor A und B bezeichneten Pro-
teine sind in Gegenwart von Heparin wirkungsvolle Inhibitoren von Thrombin, das die Blut-
gerinnung durch Fibrinogen-Spaltung auslöst. Heparinkofaktor B stellte sich als identisch mit
AT heraus, während Heparinkofaktor A, nun als Heparinkofaktor II bezeichnet, von Tollefsen
et al. 1982 erstmals gereinigt und näher charakterisiert wurde. Die Primärstruktur von HCII
Abb. 3: Bildung des Serpin-Enzym-Komplexes. (ent-
nommen aus: Huntington et al. 2000b)
a) Trypsin (oben) und α1-Antitrypsin vor der Komplex-
bildung in entsprechender Ausrichtung zueinander. rot:β-
Faltblatt A, gelb: reaktive Schleife mit P1-Seitenkette
(grün).
b) Serpin-Enzym-Komplex. Man erkennt die vollständi-
ge Insertion der reaktiven Schleife des α1-Antitrypsins in
das β-Faltblatt A. Der P1-Rest der reaktiven Schleife ist
mit dem katalytischen Serin der Protease verestert. Wäh-
rend der Komplexbildung hat das über P1 Serpin-
gebundende Enzym eine Translationsbewegung um das
Serpin herum beschrieben. Das thermodynamisch hyper-
stabile gespaltene Serpin ist in der Lage die Protease im
Komplex weitgehend zu deformieren, wobei nicht nur
das Serin aus der katalytischen Triade gezogen wird,
sondern 37 % des Enzyms seine ursprüngliche Konfor-
mation verliert. Die nun partiell denaturierte Protease ist
dadurch ihrerseits erheblich stärker proteolytisch an-
greifbar, was evtl. zu einem lokalen Abbau des Komple-
xes am Entstehungsort beiträgt.
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konnte durch Sequenzieren der cDNA von Ragg 1986 aufgeklärt werden, wobei es auf Grund
der Zugehörigkeit zu den Serpinen und einem Leucin-Rest in der P1-Position zunächst als
Leuserpin-2 bezeichnet wurde. Der zunächst rätselhafte Inhibitionsmechanismus gegenüber
Thrombin konnte 1990 nach Mutationsstudien durch ein bis heute gültiges Modell erklärt
werden (Ragg et al. 1990a,b).
Tab. 2: Übersicht über die Eigenschaften von humanem Heparinkofaktor II
Eigenschaft Ref.
Aminosäuren 480 Ragg 1986
Molekularmasse 65.6 kD Tollefsen et al. 1982
Stokes-Radius 3,4 nm Tollefsen et al. 1982
Kohlenhydratanteil 10 % (w/w) Tollefsen et al. 1982
Isoelektrischer Punkt (pI) 4.95-5.15 Tollefsen et al. 1982
potentielle N-Glykosylierungsstellen Asn30, Asn169, Asn368 Ragg 1986
Tyrosin-Sulfatierungen Tyr60, Tyr73 Hortin et al. 1986
Cysteine/Disulfidbrücken 3/0 Ragg 1986/Church et al. 1987
Extinktionskoeffizient 0,593 ml mg-1 cm –1 Church et al. 1987
Gen-Ort Chromosom 22q11 Herzog et al. 1991
Gen-Struktur 5 Exons, 4 Introns Ragg & Preibisch 1988
Serpin-Einordnung α1-Antitrypsin-Subfamilie Ragg & Preibisch 1988
Plasma-Konzentration 90 µg/ml (1,37 µM) Tollefsen et al. 1982
3.2 Genstruktur von Heparinkofaktor II
Das HCII-Gen auf Chromosom 22q11 umfaßt 15 kB und enthält 5 Exons und vier Introns
(Ragg & Preibisch 1988, Herzog et al. 1991). Da die Genstruktur innerhalb der Serpine nicht
einheitlich ist, lassen sich enger verwandte Serpine aufgrund konservierter Exon-/Intron-
Muster in Subfamilien zusammenfassen (Remold-O´Donnell 1993). HCII gehört, obwohl die
Exon-Intron-Strukur von HCII zwischen verschiedenen Spezies etwas variert (Kamp & Ragg
1999), zur α1-Antitrypsin Subfamilie (Ragg & Preibisch 1988, Ragg et al. 2001).
3.3 Protein-Struktur von Heparinkofaktor II
HCII besteht aus 480 Aminosäuren (Tab. 2) und besitzt 3 Cysteine, die jedoch anders als bei
AT keine Disulfidbrücken ausbilden. Mit Hilfe der bereits durch Röntgenstrukturanalyse be-
kannten Serpine kann ein dreidimensionales Modell (Abb. 69 in Abschn. IV.5.1) von HCII
berechnet werden (s. Abschnitt II.6). Für die aminoterminalen 80 Aminosäuren gibt es aller-
dings keine Homologie zu anderen Serpinen, so daß es für deren Sekundär- und Tertiärstruk-
tur keine Hinweise gibt. Dieser N-Terminus ist jedoch für die Heparin- und Dermatansulfat-
katalysierte Thrombin-Inhibition entscheidend.
Humanes HCII besitzt aufgrund der Konsensus-Sequenz (s. Abschn. I.5.1) drei potentielle N-
Glykosylierungsstellen an den Asparaginresten 30, 169 und 368, wobei die letzten beiden
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(169, 368) in den bisher bekannten HCII-Sequenzen (Mensch, Kaninchen, Ratte, Maus,
Frosch und Huhn) konserviert sind (Colwell & Tollefsen 1998).
Bei HCII ist der P1-Rest, der normalerweise die Protease-Spezifität von Serpinen wesentlich
mitbestimmt, ein Leucin-Rest. Dies ist für ein Thrombin-inhibierendes Serpin ungewöhnlich,
da das aktive Zentrum von Thrombin einen Arginin-Rest deutlich bevorzugt. Serpine mit
Leucin in P1-Position hemmen eigentlich bevorzugt α1-Chymotrypsin und Cathepsin G, was
auch für HCII nachgewiesen wurde. GAGs haben jedoch keinen Einfluß auf diese Reaktion
(Church et al. 1985). Da α1-Chymotrypsin ein Verdauungsenzym des Dünndarmes ist, kommt
es als physiologisches Zielprotein des im Plasma und Gewebe lokalisierten HCII vermutlich
nicht in Frage. Tauscht man bei HCII den Leucin-Rest 444 gegen Arginin aus, ändert sich die
Spezifität dieser HCII-Mutante in Abwesenheit von GAGs von α1-Chymotrypsin zu Throm-
bin (Derechin et al. 1990). Erst durch die Wechselwirkung mit GAGs wie Heparin und Der-
matansulfat wandelt sich Wildtyp-HCII zu einem hochspezifischen und -effizienten Throm-
bin-Inhibitor.
Für die Bindung der polyanionischen GAGs konnten bestimmte basische Aminosäuren identi-
fiziert werden. Diese liegen, wie auch teilweise bei AT, im Bereich der α-Helix D. Die Ami-
nosäuren Lysin 173, Arginin 184 und Lysin 185 binden Heparin, während Arginin 184, Lysin
185, Arginin 189, 192 und 193 Dermatansulfat binden (Blinder et al. 1989, Ragg et al.
1990a,b, Blinder & Tollefsen 1990, Whinna et al. 1991). Andere Polyanionen wie Pento-
sanphosphat, Fucoidan oder Dextransulphat binden ebenfalls an diese Domäne (Colwell et al.
1999).
Die ersten 80 Aminosäuren des Aminoterminus von HCII besitzen zwar keine Homologie zu
anderen Serpinen, enthalten jedoch zwei benachbarte saure Sequenzen, die eine Ähnlichkeit
mit dem C-Terminus von Hirudin aufweisen (Abb. 4).
Hirudin ist ein Thrombin inhibierendes Protein und der gerinnungshemmende Wirkstoff des
medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis (Marquardt 1994). Es besteht aus einer 65 Ami-
nosäuren langen Polypeptidkette (Molekularmasse 7 kD), das mit seinem N-Terminus die
aktive Spalte von Thrombin blockiert, während der C-Terminus über mehrere Salzbrücken an
die Fibrinogen-bindende Exosite I von Thrombin bindet (Bode & Huber 1992, Toschi et al.
1996). Der Tyrosin-Rest 67 von Hirudin ist sulfatiert und trägt zur Thrombin-Bindung bei, da
desulfatiertes Hirudin eine 3- bis 10-fach reduzierte Affinität besitzt (Chang 1983).
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Abb. 4: Ähnlichkeit der N-terminalen sauren Domäne von HCII zum C-Terminus von Hirudin. Aus der Rönt-
genstrukuranalyse eines Hirudin-Thrombin-Komplexes sind die Aminosäuren von Hirudin bekannt, die mit der
Exosite I von Thrombin Kontakt haben. Ionische Kontakte: grau, hydrophobe Kontakte: gepunktet. Analoge
Aminosäuren im HCII sind in gleicher Weise gekennzeichnet (nach Van Deerlin & Tollefsen 1991).
3.4 Aktivierung von Heparinkofaktor II durch Heparin bzw. Dermatansulfat
Die Thrombin-Inhibition wird durch bestimmte GAGs mehr als 1000fach beschleunigt. HCII
bindet Heparin im Vergleich zu AT mit geringerer Affinität und benötigt eine 10fach größere
Konzentration, um die volle Aktivierung zu erreichen. HCII läßt sich aber im Gegensatz zu
AT in gleichem Ausmaß auch durch Dermatansulfat aktivieren (Tollefsen et al. 1983). Für
den Inhibitions-Mechanismus spielt der N-Terminus von HCII eine entscheidende Rolle, der
im nicht aktivierten HCII die GAG-Bindungsstelle bedeckt (Abb.5a). Durch die Bindung von
GAGs wird eine Konformationsänderung induziert (Abb. 5b), in deren Folge der N-Terminus
an Thrombin binden kann (Ragg et al. 1990a, b). Von den beiden sauren Sequenzen der sau-
ren Domäne von HCII scheint hauptsächlich die N-terminale an Thrombin zu binden, wäh-
rend der benachbarte (weiter C-terminale) saure Bereich zur intramolekularen Bindung bei-
trägt (Ragg et al. 1990b, Van Deerlin & Tollefsen 1991).
Bei der Aktivierung durch Dermatansulfat scheint diese Konformationsänderung ausgeprägter
zu sein als bei Heparin (Liaw et al. 1999). Durch diesen Verdrängungs-Mechanismus steigt
die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung k2 von 4,6 x 104 auf 6-7 x 107 M-1 min-1
(Pratt et al. 1989). Anders als beim AT (s. Abschnitt I.3.4.1) hat die GAG-Bindung kaum
Auswirkung auf die Konformation der reaktiven Schleife (Liaw et al. 1999).
Thrombin besitzt zu beiden Seiten des aktiven Zentrums anionenbindende Domänen (Exosi-
tes), wobei Exosite I u. a. den N-Terminus von HCII bindet und Exosite II die Heparinbin-
dungsstelle von Thrombin darstellt (Abb. 6).
Ein für HCII vorgeschlagener Doppelbrücken-Mechanismus (Van Deerlin & Tollefsen 1991),
bei dem sowohl der N-Terminus als auch das GAG-Polymer beide Moleküle verbinden, leis-
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tet bei der Heparin-aktivierten Thrombin-Inhibition durch HCII nur einen geringen Beitrag,
und bei der Dermatansulfat-aktivierten gar keinen (Sheehan et al. 1994).
Neben diesem (Abb. 5) vielfach belegten Mechanismus (Liaw et al. 1999) gibt es Hinweise
auf eine unabhängig vom N-Terminus erfolgende allosterische Aktivierung von HCII durch
das sulfatierte Polysaccharid Calcium-Spirulan, bei der wiederum die Exosite I von Thrombin
beteiligt ist (Hayakawa et al. 2000). Weiterhin scheint ein substituiertes Dextranpolymer
(CMDBS), das offenbar keine Affinität zu HCII besitzt, durch Bindung an Thrombin die In-
hibition mittels HCII zu katalysieren (Maaroufi et al. 1997).
Abb. 5: Modell der Thrombin-Inhibition durch allosterische Konformationsänderungen von HCII. a) Die saure
Domäne des N-Terminus bindet intramolekular über ionische Wechselwirkungen an die basische GAG-
Bindungsstelle von HCII. Das reaktive Zentrum kann wegen des für Thrombin ungeeigneten Leucin-Restes in
der P1-Position nur sehr langsam mit Thrombin reagieren.
b) Durch die Bindung von GAGs wird der N-Terminus von seiner intramolekularen Bindungsstelle kompetitiv
verdrängt. Der freigesetzte N-Terminus kann an die Exosite I von Thrombin binden und bildet so zusätzlich zum















Abb: 6: Schematische Darstellung von Throm-
bin. Das proteolytisch aktive α-Thrombin ent-
steht durch Spaltung des 579 Aminosäuren
langen Prothrombins durch Faktor Xa. Es be-
steht aus einer A-Kette (36 Aminosäuren) und
einer über eine Disulfidbrücke gebundenen B-
Kette (259 Aminosäuren), die das aktive Zent-
rum enthält. Das aktive Zentrum erkennt spezi-
fisch das Zielprotein Fibrinogen. Thrombin
besitzt zwei Anionen-bindende Domänen (Exo-
sites). Exosite I befindet sich am Rand der akti-
ven Spalte und ist an der Fibrinogenbindung
beteiligt. Weiterhin bindet sie den C-Terminus
von Hirudin und die N-terminale saure Domäne
von HCII. Exosite II bindet Heparin. (Bode et











3.4.1 Mechanismus der Thrombin-Hemmung durch Antithrombin
Das mit HCII verwandte Antithrombin (AT) besitzt keinen Thrombin-bindenden N-Terminus.
Die Aktivierung geschieht über Heparin, das an AT und Thrombin bindet. Die Bindung von
Heparin an AT bewirkt über ein elektrostatisches Netzwerk der α-Helices D und F sowie des
β-Faltblattes A eine Konformationsänderung, bei der die teilinserierte reaktive Schleife (s.
Abb. 1a) das β-Faltblatt A verläßt und dadurch weiter exponiert wird (Huntington et al.
2000a). Diese Heparin-Aktivierung steigert die Inhibition von Faktor Xa, wohingegen die
Thrombin-Inhibition hauptsächlich durch eine Brückenbildung (template-Mechanismus) zwi-
schen AT und dem ebenfalls Heparin-bindenden Enzym katalysiert wird (Olson et al. 1992,
Van Boeckel et al. 1994). AT bindet dabei spezifisch und fest an eine definierte, aber relativ
seltene Sequenz innerhalb des Heparin- oder Heparansulfat-Polymers (s. Abschnitt I.4) und
liegt dadurch ortsgebunden aktiviert vor. Thrombin besitzt keine solche Sequenzspezifität und
kann sich deshalb frei durch Diffusion entlang des Polymers bewegen, so daß es sterisch kor-
rekt ausgerichtet auf den aktivierten Inhibitor trifft und ein ternärer Komplex entsteht (Olson
& Björk 1991).
3.5 Physiologie von Heparinkofaktor II
Menschliches Blut enthält ca. 90 µg /ml HCII, das hauptsächlich von Leberzellen sekretiert
wird (Tollefsen et al. 1982). Im Kaninchen-Modell befinden sich 20 % des HCII im intra-
vaskulären Raum, während 63 % extravaskulär verteilt sind. Damit ist HCII mehr auf den
extravasalen Raum verteilt als AT, das 30% intravaskular und 56 % extravaskular vorliegt
(Hatton et al. 1997). Außer in Hepatozyten (Ragg 1986, Blinder et al. 1988) wurde HCII-
mRNA auch in anderen Geweben (Schmidt 1997, Kamp et al. 2001) gefunden. Die physiolo-
gische Bedeutung von HCII ist bisher unklar. Als Thrombin-Inhibitor besitzt HCII im Blut-
plasma eine gerinnungshemmende Funktion (Abb. 7), die allerdings in größerem Umfang von
AT wahrgenommen wird, da HCII lediglich 20 % des Thrombins inhibiert. Dieser Anteil
steigt jedoch, wenn eine AT-Defizienz vorliegt oder eine höhere Dermatansulfat-
Konzentration im Plasma vorliegt (Liu et al. 1995). HCII kann AT jedoch nicht in seiner anti-
koagulativen Wirkung vollständig ersetzen (Griffith et al. 1983) und bei Gefäßverletzung ist
AT der aktivere Thrombin-Inhibitor (Hatton et al. 1999).
HCII vermag, anders als AT, in Gegenwart von Dermatansulfat Thrombus-gebundenes
Thrombin zu inaktivieren (Bendayan et al. 1994). Allerdings ist fibringebundenes Thrombin,
wie es im Thrombus vorliegen dürfte, gegenüber der Heparin-abhängigen Inhibition durch AT
und HCII geschützt (Becker et al. 1999). Fibrinogen wiederum setzt im Plasma die Dermatan-
sulfat-katalysierte Thrombinhemmung durch HCII herab. Dies läßt sich durch die Kompetiti-
on zwischen Fibrinogen und dem N-Terminus von HCII um die gleiche Bindungsstelle (Exo-
site I) auf Thrombin erklären (Dawes & Zammit 1995).
Für weitere Funktionen von HCII außerhalb des hämostatischen Systems gibt es Hinweise:
HCII ist mit Makrophagen assoziiert, bindet selektiv Progesteron und inaktiviert den Kom-
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plementfaktor D (Adipsin) (Geiger et al. 1997). Eine Bindung von HCII an Erythrozyten
wurde beschrieben (Chitolie et al. 1996), und ein durch Elastase abgespaltenes Peptid (Asp
49-Tyr 60) von HCII wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und Monozyten
(Church et al. 1991).
Abb. 7: Schema der Blutgerinnung. Faktor IIa (Thrombin), das zentrale Protein der Blutgerinnung, löst durch
die Spaltung von Fibrinogen die Bildung eines Fibringerinnsels aus. Thrombin wird durch zahlreiche Modulato-
ren präzise reguliert. Es wird durch 3 Inhibitoren gehemmt und Thrombomodulin wandelt es in eine antikoagula-
tiv wirkende Protease um. Antithrombin (AT) ist der physiologisch wichtigste Inhibitor der Blutgerinnung, da es
neben Thrombin weitere prokoagulative Faktoren hemmt. HCII besitzt eine engere Spezifität und hemmt aus-
schließlich Thrombin. Gezeigt sind nur die aktivierten Gerinnungsfaktoren.
1 % aller Individuen besitzen durch eine heterozygote Defizienz eine deutlich reduzierte
Plasma-HCII-Konzentration (<60 %), ohne jedoch ein erhöhtes Thromboserisiko zu besitzen.
Von Thrombose-Patienten besitzen wiederum nur 1 % einen reduzierten HCII-Spiegel (Berti-
na et al. 1987). Eine erbliche homozygote HCII-Defizienz scheint nur dann zu einem erhöhten
Thrombose-Risiko zu führen, wenn gleichzeitig die AT-Konzentration reduziert ist (Villa et
al. 1999).
Erhöhte HCII-Werte finden sich während der Schwangerschaft, bei der Einnahme oraler
Kontrazeptiva (Massouh et al. 1989, Mackie et al. 1990) sowie bei nephrotischem Syndrom

































Erniedrigte Werte findet man bei Fehlfunktionen der Leber (Tollefsen & Pestka 1985), bei
Prä-Eklampsie, einer mit Bluthochdruck und Proteinurie verbundenen Schwangerschafts-
Gestose (Bellart et al. 1998) sowie bei HIV-Infizierten (Toulon et al. 1993). Obwohl HCII als
Akut-Phasen-Protein eingestuft wurde (Toulon et al. 1991), konnte keine durch Entzün-
dungsmediatoren (IL-6, IL1-β, TNF-α, LPS-stimulierte Monocyten) erhöhte HCII-Synthese
in kultivierten Hepatocyten festgestellt werden (Koike et al. 1996).
Dermatansulfat ist als vorbeugendes Mittel gegen venöse Thromboembolien nach Krebs-
Operationen wirkungsvoller als Heparin (Di Carlo et al. 1999), da es zur Auflösung bereits
bestehender Thromben beitragen kann, ohne die allgemeine Gerinnungsfähigkeit wesentlich
zu beeinträchtigen (Colucci et al. 1997).
Um die physiologische Funktion von HCII als Thrombininhibitor besser zu verstehen, muß
man die zahlreichen physiologischen Funktionen von Thrombin berücksichtigen, die poten-
tiell von HCII reguliert werden. Beispielsweise unterdrückt HCII in Gegenwart von Derma-
tansulfat die Thrombin-induzierte Freisetzung von Plasminogen-Aktivator (tPA),
PlasminogenAktivator-Inhibitor I (PAI-1) und Prostacyclin aus Endothelzellen (Kaji et al.
1990 und 1989) und hebt dadurch die fibrinolytische und Thrombozytenaggregation
hemmende Wirkung von Thrombin auf.
Die meisten zellulären Thrombin-Effekte (Abb. 8) stehen im Zusammenhang mit Gewebere-
paratur-Mechanismen (Goldsack et al. 1998). Auch bei zahlreichen pathologischen Prozessen
spielt Thrombin eine wichtige Rolle. Zu hohe Thrombinkonzentrationen zur falschen Zeit am
falschen Ort sind an Thrombosen beteiligt, an chronischen Entzündungen (rheumatoider Arth-
ritis, Glomerulonephritis, Lungen-Fibrose), neurodegenerativen Krankheiten (z.B. Alzheimer)
sowie am Tumorwachstum (Goldsack et al. 1998).





































Im Plasma zirkulierendes HCII hat eine Halbwertszeit von 2,5 Tagen (Sie et al. 1985).
Thrombin-HCII-Komplexe (THCII) liegen im Plasma überwiegend an Vitronectin, einem 78
kD Glykoprotein, gebunden vor (Liu et al. 1995). Die von Proteindisulfid-Isomerase kataly-
sierte Bindung von Vitronectin an den Serpin-Enzym-Komplex erfolgt dabei evtl. über Disul-
fidbrücken zwischen Thrombin und Vitronectin, wie beim ternären Vitronectin-Thrombin-
Antithrombin-Komplex gezeigt werden konnte (Essex et al. 1999). Freies HCII dürfte in Ab-
hängigkeit vom Sialylierungsstatus von dem Asialorezeptor der Leber internalisiert werden (s.
Abschnitt I.5.1.1). Die THCII-Komplexe besitzen hingegen eine wesentlich kürzere Halb-
wertszeit als freies HCII und werden vermutlich ebenso wie weitere Serpin-Enzym-Komplexe
(α1-Proteinaseinhibitor, AT, α1-Antichymotrypsin) von einem gemeinsamen Leberzell-
Rezeptor gebunden und internalisiert. Bei diesem Rezeptor scheint es sich um LRP (low den-
sity lipoprotein receptor-related protein) zu handeln (Kounnas et al. 1996), das vermutlich im
Zusammenspiel mit weiteren membrangebundenen Faktoren (Cytokeratin 18, Heparansulfat-
Proteoglykan) ternäre Vitronectin-Serpin-Enzym-Komplexe bindet und endozytiert (Wells et
al. 1999). Heparansulfat-Proteoglykane binden dabei vermutlich den Serpin-Enzym-Komplex
und präsentieren ihn dem LRP, der den Komplex daraufhin internalisiert (Wells et al. 1999).
Darüber hinaus könnte die Heparin-Bindungsstelle von THCII-Komplexen für den nachfol-
genden lysosomalen Abbau der Komplexe von Bedeutung sein: Bei einem anderen Serpin-
Enzym-Komplex (Protease-Nexin-1-Urokinase) führt die spezifische Bindung des Komplexes
an endosomales Heparin zur Anreicherung in Endosomen und zur Überführung in Lysosomen
(Crisp et al. 2000).
Sogenannte SEC- (serpin-enzyme-complex)-Rezeptoren der Leber (Perlmutter et al. 1990,
Joslin et al. 1993) konnten bislang nicht isoliert werden, so daß deren Existenz nur indirekt
belegt ist. Endothelzellen internalisieren Vitronectin-TAT-Komplexe und transferieren sie in
die subendotheliale Matrix (De Boer et al. 1995).
3.6 Rekombinante Expression
Für die rekombinante Expression von HCII wurden verschiedene pro- und eukaryotische Sys-
teme verwendet (Tab. 3). Mit E. coli lassen sich lediglich Proteine ohne posttranslationale
Modifikationen produzieren. Insektenzellen sind in der Lage, N-Glykosylierungen auszufüh-
ren, die jedoch im Vergleich zu Säugetier-N-Glykanen verkürzt und nicht sialyliert sind (Alt-
mann et al. 1999). Daher weist HCII aus Insektenzellen im SDS-Gel eine reduzierte Moleku-
larmasse auf (Ciaccia et al. 1995).
Die am häufigsten verwendeten Säugetierexpressionssysteme sind die Hamster-Zellinien
BHK (baby hamster kidney) und CHO (chinese hamster ovary), welche die meisten posttrans-
lationalen Modifikationen von therapeutisch eingesetzten humanen Proteinen korrekt durch-
führen können. Sie erzeugen u. a. N-Glykane vom komplexen Typ mit endständigen, aus-
schließlich α(2→3)-gebundenen Sialinsäuren. Den CHO- und BHK-Zellen fehlt jedoch eine
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α(2→6)-Sialyltransferase, die eine terminale α(2→6)-Sialylierung vornimmt, wie sie humane
Plasma-Proteine besitzen (Grabenhorst et al. 1999).
Tab. 3: Rekombinante Expression von humanem HCII und HCII-Mutanten.
Expressionssystem Ref.
E. coli NM-522 Blinder et al. 1988
E. coli JM 101 Blinder et al. 1989, 1990
Derechin et al. 1990
Whinna et al. 1991
Van Deerlin & Tollefsen 1991
E. coli BL21(DE3) Maekawa & Tollefsen 1996
Han et al. 1997
Han & Tollefsen 1998
Colwell et al. 1999
E. coli MV1184 Hayakawa et al. 1996, 2000
Hayashi et al. 1997
Retikulozyten-Lysat* Sheffield et al. 1994
Sheffield & Blajchman 1995
Insekten-Zellen (Baculo-Virus) Ciaccia et al. 1995, 1997a,b
Bauman & Church 1999
COS-Zellen Ragg et al. 1990a,b
BHK-Zellen (baby hamster kidney cells) Liaw et al. 1999
* Kaninchen-HCII
4 Glykosaminoglykane, Proteoglykane und extrazelluläre Matrix
4.1 Extrazelluläre Matrix
Die extrazelluläre Matrix (ECM) umgibt jede Zelle und umfaßt alle Strukuren des extrazellu-
lären Raums eines Gewebes. Membranständige Proteine und Rezeptoren bilden die Verbin-
dung zur Zelle und zum Zytoskelett. Die mechanischen Eigenschaften der ECM wird durch
deren Komponenten bestimmt: Kollagene sind zugfest, Elastin ist elastisch und Kohlenhyd-
ratpolymere binden Ionen und Wasser und bilden so eine druckresistente gelartige Grundsub-
stanz (Alberts et al. 1994).
4.2 Struktur der Glykosaminoglykane
Die als Glykosaminoglykane (GAGs) bezeichneten Kohlenhydratpolymere sind unverzweigt
und bestehen aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten, wobei eines der Saccharid-
Monomere immer ein Aminozucker ist und das zweite eine Uronsäure (Abb. 9a). Mit Aus-




Abb. 9: a) Mono-Saccharid-Bausteine von Glykosaminoglykanen. Jeweils eine Uronsäure und ein Aminozucker
bilden eine Disaccharideinheit, die zusammen mit der Verknüpfungsart (α oder β) und -position für einen be-
stimmten GAG-Typ charakteristisch ist. Die freien Hydroxyl- und die Aminogruppen können in unterschiedli-
chem Ausmaß sulfatiert sein.
Heparin: 1→4 verknüpfte Disaccharideinheiten aus einer β-Uronsäure (90% Iduronsäure und 10% Glucuron-
säure, Position 2 evtl. sulfatiert) und einem α-Glucosamin (Aminogruppe und Position 3 und 6 überwiegend
sulfatiert). MW: 5-40kD
Heparansulfat: Wie Heparin, aber überwiegend Glucuronsäure und insgesamt geringer sulfatiert. Manche Po-
lymer-Abschnitte entsprechen jedoch vollständig der Heparin-Struktur.
Dermatansulfat (synonym: Chondroitinsulfat B): 1→4 verknüpfte Disaccharideinheiten aus einer β-
Glucuron- oder Iduronsäure (Position 2 evtl. sulfatiert) und einem 1→3 verknüpften β-N-Acetylgalactosamin
(Position 4 immer, Position 6 evtl. sulfatiert). MW:15–40 kD
Chondroitinsulfat A und C: Wie Chondroitinsulfat B, aber Glucuronsäure statt Iduronsäure. Position 4 des N-
Acetylgalactosamin ist bei Chondroitinsulfat A sulfatiert, Position 6 bei Chondroitinsulfat C. MW: 5-50 kD
Hyaluronsäure: 1→4 verknüpfte unsulfatierte Disaccharideinheiten aus einer β-Glucuronsäure und einem 1→3
verknüpften β-N-Acetylglucosamin. MW: 4—8.000 kD
Keratansulfat: 1→3 verknüpfte Disacharideinheiten aus einer β-Galactose und einem 1→4 verknüpften β-N-
Acetylglucosamin (Position 6 sulfatiert). MW: 4–19 kD
b) HCII-bindende Dermatansulfat-Hexasaccharidsequenz, enthalten zu ca. 2 % im DS-Polymer (Maimone &
Tollefsen 1990)
c) AT-bindende Heparin-Pentasacharidsequenz, enthalten zu ca. 4% in Heparin und <4 % in Heparansulfat. Die
grau hinterlegten Sulfatierungen sind essentiell für die hochaffine AT-Bindung (Lindahl et al. 1984).
Die GAGs liegen meistens ihrerseits kovalent an Core-Proteine gebunden als Proteoglykane
gebunden vor. Der Startpunkt der Synthese ist ein Tetrasaccharid (Glucuronsäure-Galactose-
Galactose-Xylose) an einem Serin des Core-Proteins, an welches alternierend Glucuronsäure-
und Aminozucker-Monosaccharide als UDP-Zucker anpolymerisiert werden (Lidholt 1997).
Anschließend erfolgt in unterschiedlichen Ausmaß sowohl bei Heparin/Heparansulfat als auch





































































































wird bei Dermatansulfat die Position 4 des N-Acetylglucosamins und in geringerem Umfang
die Position 6 und die Position 2 der Iduronsäure sulfatiert (Linhardt & Hileman 1995).
Heparansulfat besitzt eine typische Domänenstruktur, wobei einzelne Domänen der Heparin-
Struktur entsprechen, welche die AT-bindende Pentasaccharid-Sequenz enthalten kann (Abb.
10). Der variable Umfang der Modifizierungsreaktionen resultiert in einer Mikroheterogenität
der GAGs, deren funktionelle Bedeutung insbesondere bei Heparansulfat zunehmend bekannt
wird (Lindahl et al. 1998, Tumova et al. 2000). Viele Proteine benötigen bestimmte Struk-
turmerkmale, um an Heparansulfat zu binden: FGF-2 bindet an 2-O-sulfatierte Iduronsäure,
während PDGF (platelet-derived growth factor), hepatocyte growth factor, Lipoprotein-
Lipase und gC-Glykoprotein von Herpes-simplex 6-O-sulfatierte Glucosamine zur Bindung
benötigen (Lindahl et al. 1998). Die Struktur des Heparansulfats ist abhängig vom Gewebetyp
und vom Entwicklungsstand des Organismusses (Perrimon & Bernfield 2000) und wird u.a.
durch extrazelluläre Signale beeinflußt.
Abb. 10: Entstehung der typischen Domänenstruktur von Heparansulfat durch die sukzessive Modifikation des
Glucuronsäure/N-Acetylglucosamin-Polymers durch verschiedene Enzyme. Die Pfeile geben die von den jewei-
ligen Enzymen modifizierten Reste (rot) an. Pfeile in Klammern weisen auf Modifikationen hin, die in variablem
Umfang durchgeführt werden.
NS: N-sulfatiert, NA: N-acetyliert, AT: AT-bindende Pentasaccharid-Sequenz, die eine charakteristische 3-O-
Sulfatierung trägt (offener Kreis). NDST: N-Deacetylase/N-Sulfotransferase; EPI: C5-Epimerase; 2-OST: Idu-
ronsäure-2-O-Sulfotransferase; 6-OST: Glucosamin-6-O-Sulfotransferase; 3-OST: Glucosamin-3-O-
Sulfotransferase; GlcA: Glucuronsäure; GlcNAc: N-Acetylglucosamin; IdoA: Iduronsäure; GlcNSO3: N-
Sulfatylglucosamin. (entnommen aus Lindahl et al. 1998)
4.3 Proteoglykane
Proteoglykane lassen sich in drei Gruppen unterteilen, die bei Iozzo (1998) ausführlich be-




Je nach Bindegewebetyp dominieren bestimmte Proteoglykane und GAGs, die von den gewe-
betypischen Zellen synthetisiert werden. Durch einen Vorgang, der als shedding bezeichnet
wird, können membrangebundene Proteoglykane von der Zelloberfläche abgestoßen werden
(Bernfield et al. 1999). In Tabelle 4 sind dermatansulfathaltige Proteoglykane aufgeführt, die
potentiell HCII, nicht aber AT aktivieren.



















40 DS/CS 1 -ECM von Haut, Sehnen, Bänder, Menis-
kus, Plazenta (Delorme et al. 1998)
-auf Collagen-Fibrillen (Whinna et al. 1993)
-bindet Collagen
-Effekt in knock-out-Mäusen: brüchige
Haut durch reduzierte Zugfestigkeit, lose
unregelmäßige Collagen-Struktur (Daniel-




40 DS/CS 2 -Regulator der Knochenbildung
-bindet Collagen
-Effekt in knock-out Mäusen: Osteoporose-
Phänotyp, veränderte Knochenbildung und




35 DS/CS 2-3 -bindet Collagen (?)
* CS: Chondroitinsulfat, DS: Dermatansulfat
4.3.1 Ortsabhängigkeit der HCII-Aktivierung durch Proteoglykane
Die Aktivierung von HCII setzt die Anwesenheit von Heparin, Heparansulfat oder Dermatan-
sulfat voraus. Befindet sich in einer bestimmten Umgebung Heparin oder Heparansulfat, kann
man von einer Thrombinhemmung hauptsächlich durch AT ausgehen, während beim Vorhan-
densein von Dermatansulfat Thrombin durch HCII gehemmt werden kann.
Heparin kommt nicht im Blutplasma vor, sondern ist Bestandteil der Granula von Mastzellen,
wo es eine physiologische Funktion als Speicherhilfsstoff für basische Proteine (Histamin,
Serotonin) hat. Erst nach Degranulation reguliert Heparin lokal die interstitielle Gerinnung
und zahlreiche weitere Heparin-abhängige Vorgänge (Zehnder & Galli 1999).
Heparansulfat ist ein proteingebundenes Heparin-Äquivalent (s. Abschnitt I.4.2). Heparansul-
fat und Dermatansulfat liegen in proteingebundender Form als Proteoglykane vor, die ihrer-
seits überwiegend ortsgebunden an Zelloberflächen oder als Bestandteile der ECM vorkom-
I Einleitung 19
_________________________________________________________________________________________________________________
men. Bei bestimmten Dermatansulfat-Proteoglykanen (Decorin, Biglykan), die häufig an Col-
lagen gebunden vorliegen, konnte gezeigt werden, daß sie in der Lage sind, HCII zu aktivie-
ren und so thromboresistente Oberflächen zu bilden (Whinna et al. 1993).
Hinsichtlich der Gewebeverteilung gibt es deutliche Unterschiede zwischen Heparansulfat
und Dermatansulfat (Gomes & Dietrich 1982). Da sich HCII, anders als AT, auch durch Der-
matansulfat aktivieren läßt, gibt dies einen Hinweis auf die bevorzugten Wirkungsorte von
HCII und AT. Dermatansulfat-Proteoglykane befinden sich u. a. in der ECM von Arterien-
wänden, Haut, Knorpel und Knochen (Shirk et al. 1996)(s. auch Tab. 4).
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) befinden sich hauptsächlich auf der luminalen und
basalen Oberfläche von Endothelzellen (Cockwell et al. 1996), was die intravasale Thrombin-
hemmung durch AT erklärt.
Die Thrombin-Hemmung durch HCII wurde in Zellkulturen untersucht, wobei Endothelzellen
keine HCII-Aktivierung hervorriefen, wohingegen Fibroblasten HCII aktivierten. Für diese
unterschiedlichen Eigenschaften konnten Dermatansulfat-Proteoglykane identifiziert werden,
die auf Fibroblasten vorkommen, nicht aber auf Endothelzellen (McGuire & Tollefsen 1987,
Hiramoto & Cunningham 1988). Glatte Muskelzellen, die sowohl Dermatansulfat- als auch
Heparansulfat-Proteoglykane enthalten, aktivieren HCII hauptsächlich durch Heparansulfat
(Shirk et al. 1996).
Allerdings ist die GAG-Zusammensetzung der ECM dynamisch und hängt von zahlreichen
Faktoren ab. Bei zunächst konfluenten Endothelzellen ändert sich das Heparansul-
fat/Dermatansulfat-Verhältnis während der Migration nach Endothelverletzung zugunsten von
Dermatansulfat (Kinsella & Wight 1986) und wird durch Freisetzung von endogenem basi-
schen FGF (fibroblast growth factor) vermittelt (Kinsella et al. 1997). Akut-Phase-Cytokine
wie Interleukin 1 (IL1), Tumor-Nekrosis-Faktor (TNF-α) aber auch Endotoxine und
neutrophile Granulozyten bewirken eine Verringerung zellgebundener Dermatansulfat- und
Heparansulfat-Proteoglykane durch Abstoßung (Klein et al. 1992), was den Verlust von
GAGs in entzündeten Geweben erklärt (Murch et al. 1993). IFN-γ verursacht eine Zunahme
von zellgebundenen Dermatansulfat-Proteoglykanen auf Endothelzellen und Fibroblasten
(Klein et al. 1992, Praillet et al. 1996).
Ein Beispiel für die ortsspezifische Wirkung von HCII ist die Plazenta, in der im Verlauf ei-
ner Schwangerschaft aufgrund reichlich vorhandenen Gewebefaktors (siehe extravaskuläres
System, Abb.7) vermehrt Prothrombin aktiviert wird. Dieses Thrombin wird besonders durch
HCII inaktiviert, da die Plazenta hohe Konzentrationen eines Dermatansulfat-Proteoglykan
(Decorin) erzeugt. Dieses liegt sowohl in der ECM gebunden vor, wird aber auch in löslicher
Form ins Plasma abgegeben (Delorme et al. 1998).
Die Gegenwart von Dermatansulfat-Proteoglykanen und − in geringerem Ausmaß − Heparan-
sulfat-Proteoglykanen scheint eine notwendige Vorraussetzung für die ortsspezifische HCII-
vermittelte Thrombin-Inhibition zu sein. Die Fähigkeit HCII zu aktivieren hängt allerdings
zusätzlich von der GAG-Struktur (z. B. Sulfatierungsgrad) und der Zugänglichkeit ihrer Bin-
dungsstellen ab. Letzteres wird in erheblichem Umfang durch die Anwesenheit weiterer
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GAG-bindender Proteine beeinflußt (Tollefsen & Pestka 1985), welche mit HCII um die Bin-
dungsstellen konkurrieren. Dermatansulfatbindende Proteine im Blutplasma sind z. B. histi-
dinreiches Glykoprotein, Apolipoprotein E, Fibrinogen und Vitronectin (Zammit & Dawes
1995). Für histidinreiches Glykoprotein (Tollefsen & Pestka 1985) und Vitronectin (Preissner
& Sie 1988, Petzelbauer et al. 1992) konnte jedoch gezeigt werden, daß sie keinen dämpfen-
den Einfluß auf die Dermatansulfat-katalysierte Thrombininhibition durch HCII haben.
4.4 Wechselwirkung zwischen Glykosaminoglykanen und Proteinen
Glykosaminoglykane (GAGs) sind unverzweigte Polyanionen, die wegen ihrer negativen La-
dungen bevorzugt an basische Domänen von Proteinen binden.
Diese Bindung kann sequenzspezifisch wie bei der Bindung eines definierten Heparin-
Pentasaccharids (Abb. 9c) an AT sein, wobei nicht jedes Heparin-Molekül diese Sequenz ent-
hält (Oscarsson et al. 1989). Auch für HCII konnte eine hochaffine Dermatansulfat-Struktur
identifiziert werden, die aus einer Sequenz von drei identischen Disaccharid-Einheiten besteht
(Maimone & Tollefsen, 1990)(s. Abb. 9b).
Im Gegensatz zur AT-Heparin-Bindung wird jedoch für die HCII-Bindung an GAGs eine
etwas unspezifischere Wechselwirkung angenommen, da eher die Ladungsdichte als die Posi-
tion der geladenen Gruppen des Heparins (Petitou et al. 1988) oder Dermatansulfats (Sinniger
et al. 1993) die Affinität beinflußt. GAGs binden mit höherer Affinität an Arginin- als an Ly-
sin-Reste, weshalb erstere häufiger in Bindungsstellen anzutreffen sind (Fromm et al. 1995).
Neben den Ladungen der GAGs können auch nichtionische Wechselwirkungen zur Gesamt-
bindungsenergie beitragen, wie die Heparin-AT-Bindung mit einem Anteil von 60 % nichtio-
nischer Bindungsenergie zeigt (Desai et al. 1998, Olson et al. 1992).
Ähnlich wie bei der Nukleinsäure-Protein-Bindung trägt auch bei der GAG-Protein-Bindung
eine Entropiezunahme (Polyelektrolyteffekt) wesentlich zur Bindungsenergie bei, da infolge
der Proteinbindung an die GAGs gebundene Kationen (z.B. Na+) freigesetzt werden (s.
Abschn. 4.4.1). Für die GAG-Bindung an AT konnte ein induced-fit-Mechanismus identifi-
ziert werden. Die Bindung des Heparins erfolgt dabei zunächst unvollständig, induziert jedoch
eine Konformationsänderung der Bindungsstelle, die daraufhin eine vollständige und hochaf-
fine Bindung ermöglicht (Desai et al. 1998). Andere Proteine wie bFGF (basic fibroblast
growth factor) ändern ihre Konformation durch die Heparinbindung nicht (Faham et al.
1996).
4.4.1 Einfluß der NaCl-Konzentration auf die Protein-Heparin-Wechselwirkung
Die thermodynamische Theorie der Bindung eines Liganden an Polyelektrolyte wurde von
Record et al. (1976) für die Protein-DNA-Wechselwirkung entwickelt und läßt sich auf die
Bindung von Proteinen an GAGs wie Heparin anwenden (Olson et al. 1991, Hileman et al.
1998): Die treibende Kraft der Protein-Heparin-Bindung bei physiologischer Ionenstärke ist
demnach die Entropie erhöhende Freisetzung von Kationen aus dem polyanionischem Hepa-
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rin in Folge der Bindung an das Protein. Dieser sogenannte Polyelektrolyteffekt hat einen
maßgeblichen Anteil an der freien Bindungsenthalpie ∆G.
Die Affinität („Klebrigkeit“) der Bindung eines Proteins (P) an Heparin (H) wird durch die
Dissoziatonskonstante KD beschrieben, die sich aus dem Massenwirkungsgesetz ergibt:
(1)
Eine kleine Dissoziationskonstante zeigt dabei an, daß das Bindungsgleichgewicht auf der
Seite des Komplexes (PH) liegt.
Bindet ein Protein an Heparin (oder andere Polyanionen), werden jedoch Kationen (z. B. Na+)
von Heparin freigesetzt:
Protein + Heparin [ m (1-f) Na+] Protein-Heparin + m (1-f) Na+
wobei m die Anzahl der ionischen Wechselwirkungen zwischen dem Protein und Heparin ist,
und f den Anteil der anionischen Reste von Heparin darstellt, deren Ladung im freien Molekül
nicht durch Na+ neutralisiert vorliegt.
Die Dissoziationskonstante der Gesamtreaktion KD, gesamt läßt sich daher wie folgt beschrei-
ben:
(2)
Durch Logarithmieren und Umstellen ergibt sich daraus der Zusammenhang zwischen der
Dissoziationskonstante des Protein-Heparin-Komplexes KD und der Na+-Konzentration:
log KD = log KD, gesamt + m(1-f) log [Na+] (3)
Mit zunehmender Na+-Konzentration steigt demnach auch KD, was eine sinkende Affinität
des Proteins zu Heparin anzeigt. Daher ist die NaCl-Konzentration, bei der eine Elution des
Proteins von Heparin erfolgt, ein indirektes Maß für die Affinität. Dabei wird die Annahme
gemacht, daß die Parameter KD,gesamt, m und f in dem untersuchten NaCl-
Konzentrationsbereich konstant sind.
In Gegenwart einer hohen Na+-Konzentration (1 M Na+) erfolgt kaum noch eine Freisetzung
des Na+ vom Heparin, so daß die Protein-Heparin-Wechselwirkung dann hauptsächlich einen
nichtionischen Charakter hat. Bei einer Na+-Konzentration von 1 M ist KD gleich KD, gesamt.
KD, gesamt stellt damit ein Maß für den nichtionischen Anteil der Bindungsenergie dar.
KD = [PH]
[P] [H]
KD, gesamt = [PH] [Na+]m(1-f)
[Pm+] [H]
= KD / [Na+]m(1-f)
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5 Posttranslationale Modifikationen von Proteinen
Proteine entstehen während des Translationsprozesses zunächst als Polypeptidkette, die sich
im wässrigen Milieu der Zelle aufgrund ihrer partiell hydrophoben Eigenschaft zu falten be-
ginnt. Schon während der Translation (kotranslational) kann es zu ersten biochemischen Mo-
difikationen bestimmter Aminosäuren kommen, wie im Falle der N-Glykosylierungen (s. Ab-
schnitt I.5.1). Weitere posttranslationale Modifikationen können danach erst am vollständig
gefalteten Protein vorgenommen werden. Posttranslationale Modifikationen sind allenfalls
indirekt auf der DNA-Ebene determiniert, tragen jedoch entscheidend zur biologischen Funk-
tion bei. Von über 150 bekannten posttranslationalen Modifikationen sind Phosphorylierung,
Sulfatierung, Acetylierung, Methylierung sowie die Verknüpfung bestimmter Aminosäuren
mit Lipiden oder Glykanen die häufigsten. Posttranslationale Modifikationen führen zu La-
dungs-, Konformations- und Massenänderungen und beinflussen daher u. U. das elektrophore-
tische Laufverhalten. Befinden sich an einem Asparagin unterschiedliche Kohlenhydratsei-
tenketten, spricht man von Mikroheterogenität.
Da HCII ein Glykoprotein mit 2 Tyrosin-Sulfatierungen ist, wird hier lediglich auf Protein-
Glykosylierungen und Tyrosin-Sulfatierungen eingegangen. Weitere posttranslationale Modi-
fikationen von HCII sind jedoch nicht ausgeschlossen.
5.1 Glykosylierung von Proteinen
Die Glykosylierungen von Proteinen sind entweder N-gebunden an den terminalen Stickstoff
von Asparagin, oder O-gebunden an den terminalen Sauerstoff von Serin oder Threonin. Die
Biosynthesewege dieser N- und O-gebundenen Glykane unterscheiden sich grundlegend.
Während die O-Glykansynthese posttranslational sukzessiv in Monosaccharid-Schritten ab-
läuft, was eine erhebliche Variabilität zur Folge hat, beginnt die N-Glykansynthese bereits
kotranslational und beinhaltet eine gemeinsame Kernstruktur. Dabei wird zunächst im en-
doplasmatischen Retikulum (ER) lumenseitig ein mannosereiches Polysaccharid-Modul von
einem Membrananker (Dolicholphosphat) auf das Asparagin einer Erkennungssequenz der
naszierenden Polypeptidkette übertragen. In der Konsensus-Sequenz Asn-X-Ser/Thr, die sich
bevorzugt in Schleifenregionen befindet, darf X jede Aminosäure außer Prolin und Aspartat
sein (Lottspeich & Zorbas 1998). Allerdings werden nicht alle potentiellen Bindungsstellen
besetzt, da u.a. die Wahrscheinlichkeit der N-Glykosylierung im Verlauf der Polypeptidket-
tenverlängerung aus sterischen Gründen sinkt. Die folgende Prozessierung beginnt mit dem
Stutzen des mannosereichen Vorläufermoduls im ER und im Golgi-Apparat durch Glucosida-
sen und Mannosidasen. Im Golgi-Apparat erfolgt dann eine Kettenverlängerung durch spezi-
fische Glykosyltransferasen (Alberts et al. 1994).
Die Polypeptiddomäne (8 bis 15 Aminosäure-Reste) im Bereich des glykosylierten Aspara-
gins hat dabei Einfluß auf die Glykanstruktur (Grabenhorst et al. 1999). Die fertigen N-
Glykane variieren zwar beträchtlich, lassen sich jedoch in drei Typen unterteilen (Abb. 11a).
Alle Typen haben ein invariantes Pentasaccharid gemeinsam, das unterschiedlich viele Fort-
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sätze (Antennen) tragen kann. Glykoproteine sind häufig mikroheterogen, da sie fast immer
aus einer Mischung verschiedener Glykoformen bestehen, die sich in Anzahl, Lokalisation
und Sequenz der Glykane unterscheiden.
Abb. 11: N-Glykosylierungen von Proteinen.
a) Beispiele für die drei Grundtypen der N-Glykane. Allen N-Glykanen ist ein Pentasaccharid gemeinsam (Kas-
ten), das N-glykosidisch mit Asparagin verknüpft ist. An die beiden α-Mannose-Reste des Pentasaccharids sind
weitere Zucker gebunden, deren Art den Grundtyp bestimmt und deren Anzahl die Zahl der Antennen.
b) Sialyl-LewisX-Motiv, das sowohl bei O- als auch bei N-Glykanen (z.B. vom komplexen Typ) auftreten kann.
R: Kohlenhydratrest; c) biantennäres komplexes N-Glykan, das typisch für viele Plasmaproteine (z. B. AT) ist.
Die endständige Sialylierung (N-Acetyl-Neuraminsäure) ist oft nicht vollständig und das proximale
N-Acetylglucosamin kann fucosyliert sein. Auch α(2→3)-gebundene Sialinsäuren kommen vor und ergeben in
Verbindung mit einer peripheren Fucosylierung ein Sialy-LewisX-Motiv.
Die Funktionen der Zuckermodifikationen von Proteinen (und auch Lipiden) sind wahrschein-
lich ebenso vielfältig wie die zugrunde liegenden Strukturvarianten. Die Glykosylierung eines
Glykoproteins hängt von dessen Proteinstruktur sowie der Umgebung (Spezies, Gewebetyp,
Zelltyp) ab und wird zusätzlich vom physiologischen Zustand (z. B. Gesundheit) des Orga-
nismus beeinflußt. Einen Überblick über die Funktionen von Glykosylierungen geben Re-
view-Artikel (Varki 1993, Reuter & Gabius 1999).
Als Reaktion auf Entzündungsprozesse werden von der Leber vermehrt Akute-Phase-Proteine
produziert, die je nach Enzündungsphase unterschiedliche Glykosylierungsvarianten tragen.
Bei einigen dieser Proteine findet man dann zusätzliche Sialyl-LewisX-Strukturen (α1-saures


































zu binden (Brinkman-van der Linden et al. 1998). Letztere vermitteln die Leukozyten-
Adhäsion (rolling) z. B. an Endothelzellen (Lasky 1992).
5.1.1 Bedeutung der Glykosylierung am Beispiel Antithrombin
Antithrombin (AT) besitzt vier N-Glykane vom biantennären komplexen Typ (Franzen &
Svensson 1980)(Abb.11c). Diese vollständig glykosylierte Form wird als AT-α bezeichnet,
während AT-β aufgrund eines fehlenden N-Glykans am Asparagin 135 erheblich fester an
Heparin bindet. Die β-Form macht zwar nur 10 % des ATs im Plasma aus, stellt jedoch ver-
mutlich in verletzten und intakten Blutgefäßen die aktivere Isoform wegen der hohen Affinität
zu Heparansulfat-Proteoglykanen dar (Witmer & Hatton 1991). Weitere Glykosylierungsvari-
anten beeinflussen die Heparin-Affinität (Brennan et al. 1987, Björk et al. 1992, Garonne et
al. 1996) und damit die Heparin-katalysierte Thrombinhemmung.
Die endständigen Sialinsäuren der N-Glykane maskieren die dahinter liegenden Galactose-
Reste, welche von Asialoglykoprotein-Rezeptoren (Weiss & Ashwell 1989) in der Leber er-
kannt werden und am Clearing von AT beteiligt sind. Daher hat der Sialylierungsstatus Ein-
fluß auf die Verweilzeit (Halbwertszeit) von AT im Blutkreislauf (Zettlmeissl et al. 1989).
Auch die Gesamtzahl der N-Glykane beeinflußt die Halbwertszeit (Ni et al. 2000).
Rekombinantes AT aus CHO-Zellen weist im Vergleich zu Plasma-AT Unterschiede im Gly-
kosylierungsmuster auf. Die endständigen Sialinsäuren sind nicht α(2→6)-gebunden, sondern
ausschließlich α(2→3)-verknüpft und das proximale N-Acetylglucosamin (GlucNAc) ist ü-
berwiegend fucosyliert. Außerdem besitzt rekombinantes CHO-AT neben di- auch tri- und
tetraantennäre Strukturen. Die Pharmakokinetik wird durch diese Unterschiede jedoch nur
geringfügig beeinflußt (Zettlmeissl et al. 1989). Eine Expression von aktivem AT in E. coli
gelingt nicht, da möglicherweise die fehlenden Chaperone und Disulfidisomerasen oder auch
fehlende N-Glykosylierungen eine korrekte Proteinfaltung verhindern (Olson et al. 1997,
Bock et al. 1982). Allerdings wurde ebenfalls N-glykanfreies AT zellfrei in Reticulocytenly-
sat exprimiert, das zwar teilweise aktiv war (es bildete Thrombin-Komplexe), aber eine deut-
lich geringere und inhomogene Heparin-Affinität zeigte (Austin et al. 1990).
5.2 Tyrosin-Sulfatierung von Proteinen
Die Tyrosin-Sulfatierung ist eine weitverbreitete posttranslationale Modifikation von Protei-
nen (Beisswanger et al. 1998) in allen Geweben höherer Lebewesen (Metazoa). Die Tyrosin-
Sulfatierung erfolgt durch die Tyrosylproteinsulfotransferase, einem zum Lumen gerichteten
Membranprotein des trans-Golgi-Netzwerks, und stellt damit einen der letzten Schritte der
Biosynthese dar. Der Sulfatrest wird dabei von PAPS (3´-Phosphoadenosin-5´-phosphosulfat)




Meist befindet sich in aminoterminaler Nachbarschaft (-1 Position) eine saure Aminosäure
(Asp oder Glu) und mindestens zwei bis drei weitere zwischen den Positionen –5 bis +5, aber
nur wenige basische und hydrophobe Aminosäuren (Huttner 1987). Auch HCII entspricht
diesem Konsensus-Signal in der Umgebung von Tyrosin 60 und 73 (Abb. 4). Entsprechend
ihres Syntheseortes (Golgi-Apparat) sind Tyrosin-sulfatierte Proteine membranständig oder
sekretorisch. Als physiologische Funktion ist eine verstärkende Wirkung auf Protein-Protein-
Wechselwirkungen beschrieben bei der Leukocyten-Adhäsion, Hämostase und Chemokin-
Signalen (Tab. 5) (Kehoe & Bertozzi 2000).
Bei P-Selektin-Glykoproteinligand-1 (PSGL-1) wird die Bindung an P-Selectin durch eine
Zuckerstruktur (Sialyl-LewisX-Motiv) in Verbindung mit einer Tyrosin-Sulfatierung vermit-
telt. PSGL-1 ist ein auf Leukozyten lokalisiertes Membranprotein, das in Verbindung mit den
P- und E-Selectinen der Endothelzellen das rolling der Leukozyten auf der Gefäßwand bei
Endzündungsprozessen ermöglicht (Sako et al. 1995, Li et al. 1996).
Tab. 5: Beispiele verstärkter Protein-Protein-Wechselwirkung durch Tyrosin-Sulfatierungen
Tyr-sulfatiertes Protein Bindungspartner Ref.
PSGL -1 P-Selektin Sako et al. 1995
Hirudin Thrombin Chang 1983
Komplement-C4 Komplement-C1s Hortin et al. 1989
Faktor VIII von Willebrand Faktor Leyte et al. 1991
Fibronectin Fibrin Suiko & Liu 1988
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6 Zielsetzung der Arbeit
HCII besitzt für die Glykosaminoglykane (GAGs) Heparin und Dermatansulfat eine basische
Bindungsstelle, an die jedoch intramolekular auch eine saure Domäne des N-Terminus bindet.
Heparin und Dermatansulfat beschleunigen die Inhibition von Thrombin, indem sie durch die
Bindung an HCII den N-Terminus freisetzen, der spezifisch an Thrombin bindet. Trotz der
hohen Spezifität für Thrombin ist die physiologische Aufgabe von HCII unklar, da Thrombin
in der Blutzirkulation hauptsächlich durch Antithrombin gehemmt wird.
Der Nachweis der HCII-bindenden GAGs Heparin/Heparansulfat und Dermatansulfat in der
extrazellulären Matrix (ECM) kann Aufschluß über potentielle Wirkungsorte von HCII in
Geweben geben. Dazu sollte ein Immunfluoreszenz-Nachweis-Verfahren für HCII in der
ECM entwickelt werden.
Die Eigenschaft von HCII an Heparin und Dermatansulfat zu binden, ist nicht nur Vorausset-
zung für die effiziente Thrombin-Inhibition, sondern kann darüber hinaus bei Clearing-
Prozessen eine Rolle spielen. Weiterhin gibt es wenig Information über die Wechselwirkung
des Thrombin-HCII-Komplexes mit diesen GAGs. Daher sollte die Untersuchung der Wech-
selwirkung zwischen HCII sowie seinen Komplexen mit Thrombin und Heparin einen
Schwerpunkt dieser Arbeit bilden. Von besonderem Interesse ist dabei die Frage, ob die N-
Glykane von HCII die Heparin-Bindung beeinflussen, wie dies bereits bei Antithrombin ge-
zeigt werden konnte (vgl. Abschn. I.5.1.1)
Durch die Aufreinigung von humanem HCII aus Plasma sowie die Etablierung einer stabil
HCII-exprimierende CHO-Zellinie sollte ausreichend Untersuchungsmaterial hergestellt wer-
den. Die CHO-HCII-Zellinie ermöglicht weiterhin eine Unterdrückung von posttranslationa-
len Modifikationen, so daß deren Einfluß auf das Heparin-Bindungsverhalten untersucht wer-
den kann. Dazu sollte mit Hilfe der Inhibitoren Tunicamycin und Chlorat die N-
Glykosylierung bzw. die Tyrosin-Sulfatierung von HCII gezielt metabolisch gehemmt wer-
den.
Um einen Bezug zwischen Struktur und Funktion der posttranslationalen Modifikationen her-
zustellen, sollte in Kooperation mit einer anderen Arbeitsgruppe die bisher unbekannte Struk-
tur der N-Glykane aufgeklärt werden.
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II Material und Methoden
Die Herkunft der verwendeten Chemikalien ist im Anhang angegeben. Es fand ausschließlich
Reinstwasser Verwendung, das mit einer Milli-Q-Anlage (Millipore) hergestellt wurde.
1 Zellkultur
Als Zellkultur wird die in-vitro-Kultivierung von Zellen tierischer und pflanzlicher Herkunft
− also höheren Eukaryoten − bezeichnet, und damit begrifflich von den mikrobiellen Kultur-
Methoden (Bakterien, Pilze) abgegrenzt. Die Zellkultur stellt höhere Anforderungen an die
Steriltechnik. Die verwendeten Nährmedien sind auch ideale Nährböden für viele kontaminie-
rende (mikrobielle) Organismen, die wegen ihrer höheren Wachstumsraten eine Zellkultur
schnell überwachsen können. Für alle Zellkulturarbeiten wurde steriles Material benutzt und
in partikelfreier Umgebung (Sterilwerkbank) gearbeitet. Arbeiten mit rekombinanten Orga-
nismen, die ausnahmslos der Sicherheitsstufe 1 zugehörten, wurden entsprechend der gesetz-
lichen Auflagen (nach Gentechnikgesetz) durchgeführt.
1.1 Medien
Ein geeignetes Nährmedium für tierische Zellen ist aufgrund ihrer Herkunft grundsätzlich das
entsprechende Blutserum. Dieses enthält naturgemäß alle für das Wachstum benötigten Nähr-
stoffe, Wachstums- und Anheftungsfaktoren. Solche Seren sind allerdings oft schwer verfüg-
bar oder relativ teuer und in der Zusammensetzung nicht definiert. In der Zellkultur werden
deshalb vollsynthetische Nährmedien (Barnes & Sato 1980) eingesetzt, die bei Bedarf mit
Serum oder Wachstumsfaktoren angereichert das Wachstum der Zellen gewährleisten. Als
Serumzusatz für die meisten Zelltypen hat sich fötales Kälberserum (FCS) bewährt, das viele
Wachstumsfaktoren, aber wenig evtl. störende Antikörper (Lindl & Bauer 1994) enthält.
Die verwendeten Medien wurden als Pulvermedien mit Milli-Q-Reinstwasser angesetzt und
nach Zugabe aller Supplemente mit einem 0,2 µm Sterilfilter (Sartolab P, Sartorius) mit Hilfe
einer Peristaltikpumpe sterilfiltriert. Nachträglich zugegebene Supplemente wurden mit einem
Spritzenvorsatz-Sterilfilter (Minisart 0,2 µm, Sartorius) sterilfiltriert. Die Medien-
Zusammensetzung ist bei den jeweiligen Zellinien in Abschnitt II.1.2 aufgeführt. Alle Medien
enthielten zur Vermeidung mikrobiellen Wachstums einen Penicillin- und Streptomycin-
Zusatz. Da durch diese Antibiotika eine latente Kontamination unerkannt bleiben kann, wur-
den die Kulturen regelmäßg zur Kontrolle auch antibiotikafrei kultiviert.
Folgende Basal-Medien kamen zum Einsatz:
- Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium, DMEM, (31600, Gibco/Life Technologies)
- DMEM/F12 (32500, Gibco/Life Technologies)
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- Ham´s F12 (21700, Gibco/Life Technologies)
- MEM Alpha Medium ohne Nukleoside (12000, Gibco/Life Technologies)
- DMEM/F12 ohne Gln, Leu, Lys, Met, CaCl2, MgCl2, MgSO4, NaHCO3 und Phenolrot
(D9785, Sigma)
Den Basalmedien wurden je nach Verwendungszweck folgende Supplemente in den angebe-
nen Konzentrationen zugegeben:
- Fötales Kälberserum (FCS): (10106-169, Gibco/Life Technologies).
Die Konzentration ist bei den jeweiligen Medien angegeben.
- Aminosäuren in der jeweils angegebenen Konzentration.
100x Penicillin-Streptomycin-Stammlösung (Pen./Strep.): 0,63 g Penicillin G (P-3032, Sig-
ma) und 1,0 g Streptomycin (722K779117, Merck) in 100 ml H2O gelöst, sterilfiltriert und bei
–20 °C gelagert. Penicillin G und Streptomycin zerfallen in Lösung bei 37 °C bereits nach 3
Tagen, so daß für einen wirkungsvollen Einsatz entsprechend häufig das Medium gewechselt
wird. Pro Liter Medium werden 10 ml der Stammlösung zugegeben.
Serumalbumin (67 kD) hat neben seiner Aufgabe als Massenprotein (ca. 40 g/l) im Blutplas-
ma einen kolloidosmotischen Druck aufrechtzuerhalten auch eine Transportfunktion u.a. für
Fettsäuren und Lipide (He & Carter 1992) und ist daher auch als Schutzprotein zu verstehen,
da z.B. freie Fettsäuren für tierische Zellen toxisch sind. Als relativ preiswertes Protein wird
es serumfreiem Medium zugegeben, um von den Zellen sezernierte Proteine vor proteolyti-
schem Abbau zu schützen. Bovines Serumalbumin (BSA, Fraction V, standard grade, Serva)
wurde in der jeweils angegebenen Konzentration im Medium gelöst und dieses danach steril-
filtriert.
Insulin (5,7 kD) hat einen positiven Einfluß auf die Proteinsynthese und Zellproliferation
durch seine stimulierende Wirkung auf die Glukoseaufnahme, die Fettsäuresynthese und den
Kohlenhydratstoffwechsel (Jäger et al. 1988). Stammlösung: 1 g Rinderinsulin (Sigma) in 100
ml H2O gelöst. Mit 1 M HCl auf pH 2,5 einstellen und sterilfiltrieren. Konzentration im Me-
dium: 10 mg/l
Transferrin (85 kD) dient als Eisentransportprotein, das als Holotransferrin zwei Fe3+
bindet und durch rezeptorvermittelte Endozytose von den Zellen aufgenommen wird. Als ei-
senfreies Apotransferrin wird es wieder ins Medium abgegeben (Alberts et al. 1994). Trans-
ferrin wird meistens zusammen mit Insulin in serumfreien Medien eingesetzt (Barnes & Sato
1980). Eisengesättigte sterile Human-Transferrin-Stammlösung (82-349-1, Bayer) wurde ent-
sprechend einer Endkonzentration von 10 mg/l zugegeben.
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1.2 Zellinien
Für die Herstellung von HCII kamen CHO-Zellen zum Einsatz, die mit der cDNA von huma-
nem HCII transfiziert wurden, sowie die humane Leberzellinie HepG2. Für die HCII-
Bindungs-Versuche an extrazelluläre Matrix fanden Endothelzellen (BAEC), Lungenmyo-
fibroblasten (IMR-90), und Lungenepithelzellen (A549) Verwendung. Die BAEC- und IMR-
90-Zellen zeichneten sich durch eine begrenzte Teilungsfähigkeit aus, im Gegensatz zu den
transformierten und daher kontinuierlich wachsenden Zellinien (CHO, A549, HepG2).
1.2.1 Herstellung der rekombinanten Zellinie CHOHCII
CHOHCII-Zellen sind chinese hamster ovary (CHO)-Zellen, die mit der cDNA von humanem
HCII transfiziert wurden.
Für eine stabile Expression von Proteinen mit säugetiertypischem Glykosylierungsmuster
eignen sich CHO-Zellen in besonderem Maße (Grabenhorst et al. 1999). Diese Zellen können
im großen Maßstab kultiviert werden, integrieren transfizierte Gene stabil in ihr Genom, und
können so, oft auch ohne permanenten Selektionsdruck (MTX, s. u.), das Zielgen hoch ex-
primieren.
Zur Herstellung hochexprimierender rekombinanter CHO-Zellinien wird die Dihydrofolatre-
duktase (DHFR)-Methode angewandt. Dabei wird das Zielgen zusammen mit der DHFR-
cDNA (Subramani et al. 1981) in DHFR-defiziente CHO-Zellen transfiziert, und ermöglicht
so deren Koselektion und Koamplifikation (Urlaub & Chasin 1980; Ringold et al. 1981;
Kaufman & Sharp 1982). Dihydrofolatreduktase katalysiert die Bildung von Tetrahydrofolat,
welches zur Synthese von Purinen, Aminosäuren und Nukleotiden benötigt wird. Mit Hilfe
von Methotrexat (MTX), einem spezifischen DHFR-Inhibitor, können Zellen selektiert wer-
den, die eine erhöhte Anzahl von Kopien des DHFR-Gens enthalten. Da Duplikationen des
DHFR-Gens spontan auftreten, können über eine sukzessive Erhöhung der MTX-
Konzentration im Medium Zellen selektioniert werden, die durch Amplifikation bis zu 1000
Gen-Kopien besitzen. Auch die direkte Umgebung des DHFR-Gens wird meist mit amplifi-
ziert, so daß auch ein nicht selektierbares Gen koamplifiziert werden kann. Selektierbares und
nichtselektierbares Gen können gleichzeitig auf verschiedenen Vektoren transfiziert werden,
da meistens beide Vektoren an der gleichen Stelle ins Wirtsgenom inserieren (Schimke 1984).
Zum Einschleusen der Fremd-DNA in die Zelle gibt es neben Methoden mit „nackter“ DNA
wie Mikroinjektion oder Elektroporation, zahlreiche Verfahren, die auf der Komplexierung
des Polyanions DNA an meist positiv geladene Carrier beruhen: Calciumphosphat-
Kopräzipitation, DEAE-Dextran- oder Polybren-Polykationen, Lipofektion und Mikroprojek-
tile (Keown et al. 1990). Zur stabilen Expression in CHO-Zellen hat sich neben der Calcium-
phosphat-Kopräzipitation die Polybren-vermittelte Transfektion (Chaney et al. 1986) bewährt.
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Die CHOHCII-Zellinie wurde in der AG Zelluläre Genetik hergestellt. Die Transfektion mit
Polybren (Chaney et al. 1986) führte H. Ragg durch, während die Amplifikation mit ver-
schiedenen MTX-Konzentrationen A. Strathmann vornahm.
Die DNA-Lösung, welche die Plasmide im Massen-Verhältnis 1:5 (2 µg pSV2dhfr, 10 µg
pWTBI2) enthielt, wurde mit 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat pH 5,2 versetzt, um anschließend mit
2 Vol. (bezogen auf die wässrige DNA/Na-Acetat-Lösung) Ethanol bei –20 °C gefällt und
zentrifugiert (5 min, 10.000 x g) zu werden.
Durch Lösen in Ham´s F12 ergab sich nach einem weiteren Waschschritt mit 70 % Ethanol
und anschließendem Trocknen eine Plasmid-Stammlösung mit einer Konzentration von 10 ng
Plasmid/µl. Aus dieser wurde die Transfektionslösung mit 5 µg Gesamt-Plasmid sowie 30 µg
Polybren in 3 ml Ham´s F12 angesetzt, und auf die am Vortag mit 5 x 105 Zellen pro Kultur-
schale (∅ 92 mm, Nunc) ausgesäten Zellen gegeben. Nach 6 h bei 37 °C im Brutschrank
wurden die Zellen für 4 min bei RT mit 30 % DMSO in Ham´s F12, 10 % FCS versetzt, da-
nach einmal mit PBS gewaschen und für 2 Tage in 10 ml Vollmedium (Ham´s F12, 10 %
NCS) weiter im Brutschrank inkubiert. Danach begann die Selektion mit der Zugabe des Se-
lektionsmediums zunächst ohne MTX, dem nach einer Woche 50 nM MTX zugeben wurde.
Auf den weiteren Selektionsstufen betrug die MTX-Konzentration 0,25, 2,5, 25 und 100 µM.
Ab der 0,25 µM MTX-Stufe kam dialysiertes FCS anstatt NCS zum Einsatz, was zu einem
schnelleren Wachstum der Klone führte.
Auf jeder Amplifikationsstufe erfolgte die Isolierung von resistenten Kolonien (Klone) (Au-
subel et al. 1992) und deren Überprüfung mittels ELISA auf HCII-Expression. Bis zur 0,25
mM MTX-Selektionsrunde konnte HCII erst nach Konzentrierung (s. Abschnitt 3.4) detektiert
werden und eine Quantifizierung war sehr ungenau, so daß die Auswahl der Klone für die
nächste Selektionsrunde mit 2,5 µM MTX „blind“ erfolgen mußte. Das Auswahlkriterium
war neben der HCII-Produktivität auch schnelles Wachstum der Klon-Kolonien.
Material für die HCII-CHO-Transfektion
Zelle: CHO DUKX B1 (ATCC Nr. CRL 9010)
Plasmide: pSV2dhfr (Subramani et al., 1981)
pWTBI2 (H. Ragg):
HindIII/EcoRI gespaltenes pSV2-Derivat mit einligierter HCII-cDNA
(inklusive Signal-Peptid, HindIII-Schnittstelle am 5´-Ende bis EcoRI-
Schnittstelle in Position 1559 in der 3´-untranslatierten Region), die
vom SV40 Promotor und dem Polyadenylierungs-Signal flankiert wird
(Numerierung nach Ragg 1986)
Polybren: Hexadimethrin-Bromid: 1,5-Dimethyl-1,5-Diazaundecamethylen Poly-
methobromid (H9268; Sigma)
Selektionsmedium: MEM Alpha Medium ohne Nukleoside (12000-063, Gibco/Life Tech-
nologies), 3 mM Gln, 0,3 mM Prolin, Pen./Strep., MTX, 10% dialysier-
tes Serum: NCS (Flow) bzw. FCS (Gibco/Life Technologies), 5 d bei 4
°C gegen PBS dialysiert mit Dialysemembran 12-14 kD MWCO (Me-
dicell)
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1.2.2 HepG2-Zellen
Bei den Hepatoma-Leberzellinien PLC/PRF-5 und HepG2 ist eine Sekretion von HCII be-
schrieben worden (Jaffe et al. 1985 bzw. Hortin et al. 1986). HepG2 ist eine Leber-Zellinie,
die einem humanem Hepatoblastom entstammt (Aden et al. 1979) und etliche leberspezifische
Funktionen erhalten hat (Darlington 1987). Eine HCII-Synthese wurde in dieser Zellinie
nachgewiesen (Hortin et al. 1986, Ragg & Preibisch 1988). Die verwendeten Zellen wurden
von der European Collection of Cell Cultures (Nr. 85011430, ECACC, GB) bezogen und
befanden sich in der 90ten Passage. Als Anzucht-Medium kam DMEM, 2mM Gln,
Pen./Strep., 10% FCS zum Einsatz. Für die Produktion und Aufreinigung von HCII wurden
die HepG2-Zellen mit PBS gewaschen, um Serumreste zu entfernen, und für 3 Tage in serum-
freiem Medium (DMEM, 2mM Gln, Pen./Strep., HT/RI) inkubiert. Die Abwesenheit von FCS
im Überstand garantierte, daß kein Rinder-HCII mit in die Aufreinigung gelangte.
1.2.3 IMR-90-Zellen
IMR-90 Zellen sind fötale Lungenfibroblasten, die aus dem Gewebe eines 16 Wochen alten
humanen Fötus isoliert wurden (Nichols et al. 1976). Sie sind nicht potentiell unsterblich wie
transformierte Zellinien, sondern ihre Teilungsfähigkeit nimmt mit jeder Passage ab. Die Le-
bensspanne beträgt 58 bis 71 Zellteilungen. Passage 10-12 wird als juvenil angesehen, 13-15
als mittelalt und 16-18 als seneszent (Ehler 1996). Eine Passage entspricht etwa 1-3 Zelltei-
lungen − je nach Verdünnung. IMR-90 wird üblicherweise als Fibroblastenzellinie bezeich-
net. Nach Ehler et al. (1996) sind IMR-90 allerdings als Myofibroblasten einzustufen. Die
von der European Collection of Cell Cultures (ECACC) als ca. 70 % konfluente Kultur gelie-
ferten Zellen befanden sich in der 9. Passage. Die Zellen wurden sofort trypsinisiert und zwei
T25-Flaschen (10. Passage) angeimpft. Die weitere Expansion erfolgte nach vier Tagen durch
Verteilen der konfluenten Kulturen auf je drei neue T25-Flaschen (11. Passage). Nach der 12.
Passage wurden die konfluenten Kulturen trypsinisiert und zur Lagerung eingefroren. Dem-
nach befanden sich die Zellen nach dem Auftauen in der 13. Passage. Die weiteren Subkulti-
vierungen erfolgten durch 1:3- bis 1:6-Verdünnungen mit einer Einsaatzelldichte von 2-3 x
104 Zellen/cm2.
Medium: DMEM, 2 mM Gln, 3 g/l Glucose, Pen./Strep., 10 % FCS
1.2.4 A549-Zellen
Diese Zellinie entstammt einem humanem Lungenkarzinom und entspricht Alveolarepithel-
zellen vom Typ II (Lieber et al. 1976). Dieser Zelltyp sekretiert u. a. antikoagulant wirkende
Proteoglykane und Glykosaminoglykane (Berry et al. 1991). Die A549-Zellen (Nr. 86012804,
ECACC,GB) wurden in der 85. Passage von der ECACC bezogen.
Medium: DMEM, 2 mM Gln, 3 g/l Glucose, Pen./Str., 10 % FCS
II Material & Methoden 32
_________________________________________________________________________________________________________________
1.2.5 Rinderaorta-Endothelzellen (BAEC)
BAEC (bovine aortic endothelial cells) werden häufig als in vitro-Endothelmodell kultiviert
und auch für die Präparation von extrazellulärer Matrix verwendet (s. Abschnitt II.4.6). Bei
den verwendeten BAEC handelte es sich um eine Zellinie von begrenzter Lebensdauer, die
aus einer Primärkultur von Rinderaorta-Endothelzellen stammt. Sie wurde ursprünglich von
Prof. Dr. J. Rauterberg (Institut für Arterioskleroseforschung, Universität Münster) zur Ver-
fügung gestellt und von S. Duvar in der AG Zellkulturtechnik propagiert (Duvar 1992 und
1996, Müthing et al. 1996). Die Zellen befanden sich in der 9. bis 11. Passage.
Medium: DMEM, 2 mM Gln, 10 % FCS, Pen./Strep.
1.3 Stammhaltung
Zur Kultivierung wurden Zellkulturflaschen, sogenannte T-Flaschen (Nunc, Wiesbaden), mit
Wachstumsflächen von 25, 80 bzw. 175 cm2 und jeweils 8, 20 und 70 ml Füllvolumen ver-
wendet. Zellkulturplatten mit 5 und 9,2 cm Durchmesser (Nunc, Wiesbaden) kamen bei der
CHO-Transfektion/Koamplifikation zum Einsatz. Die Kultivierung erfolgte in einem Brut-
schrank (Forma Scientific) in Wasserdampf-gesättigter Atmosphäre und 7,5 % (v/v) CO2. Die
erhöhte CO2-Spannung diente der pH-Pufferung der Kulturen und erforderte entsprechende
Zugaben von Hydrogencarbonat zum Medium.
1.4 Kryokonservierung
Die Langzeitlagerung und Bevorratung von Zellen erfolgte in der Gasphase über flüssigem
Stickstoff bei ca. –180 °C in einem isoliertem Tank (Biosafe, Messer-Griesheim).
Zum Einfrieren wurden die Zellen mit 120 x g abzentrifugiert (Megafuge 1.0, Heraeus), in
Einfriermedium (jeweiliges Kulturmedium + 10 % DMSO) aufgenommen und in 1,8 ml Kry-
oröhrchen (Nunc) direkt in die Gasphase des Stickstofftanks gegeben (Lindl & Bauer 1994).
Das Auftauen erfolgte im Wasserbad mit anschließender Überführung der Zellen in ein 10 ml
Zentrifugenröhrchen (Nunc), in das 8 ml 4 °C kaltes Medium vorgelegt war. Durch Zentrifu-
gation bei 120 x g wurde das zytotoxische Dimethylsulfoxid (DMSO) des Einfriermediums
entfernt. Das Zellpellet konnte dann in entsprechendem Medium resuspendiert und in Kultur
genommen werden.
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1.5 Passagieren der Zellen
Um adhärent wachsende Zellen zu propagieren, erfolgte alle 3-5 Tage eine Subkultivierung.
Dazu wurden die Zellen mit Hilfe der Protease Trypsin und mit EDTA, einem Ca2+-Chelator,
voneinander und von der Unterlage abgelöst (Lindl & Bauer 1994). Beide Substanzen waren
zytotoxisch und mußten rechtzeitig inaktiviert werden. Dazu reichte das Aufnehmen der Zell-
suspension in serumhaltigem Medium. Die nachfolgende Verdünnung der Zellsuspension
richtete sich nach dem Zelltyp. Neue Kulturgefäße wurden mit mindestens 2 x 104 Zellen/cm2
angeimpft.
1.6 Mycoplasmen-Test (DAPI-Färbung)
Mycoplasmen sind die kleinsten bekannten Prokaryoten. Sie besitzen keine Zellwände und
parasitieren häufig auf der Plasmamembran tierischer Zellen. Dabei können sie dem Kultur-
medium Arginin entziehen (Schlegel 1985). Kontaminationen mit Mycoplasmen stellen eine
stetige Gefahr in der Zellkultur dar, weil sie wegen ihrer Flexibilität und geringen Größe von
100-250 nm Sterilfilter mit einer nominellen Porengröße von 0,2 µm passieren können. Eine
Mycoplasmen-Kontamination macht sich häufig durch hohen Arginin-Verbrauch und
schlechtes Zellwachstum bemerkbar. Am schnellsten lassen sie sich durch Anfärben ihrer
DNA mit dem DNA-bindenden Fluorochrom DAPI (4‘-6-Diamidino-2-phenylindol) sichtbar
machen (Lindl & Bauer 1994; Russel et al. 1975). Die verwendeten Zellinien wurden in re-




NaCl (137 mM) 8,00 g
KCl (2,7 mM) 0,20 g
Na2HPO4* 7H2O (5,4 mM) 1,44 g
KH2PO4 (1,8 mM) 0,24 g
mit Milli-Q auf 0,8 l auffüllen, auf pH 7,4 einstellen und auf 1 l auffüllen
Trypsin/EDTA-Lösung: 0,05 % (w/v) Trypsin (Sigma), 0,02% EDTA in PBS
- altes Medium entfernen
- gleiche Menge PBS zugeben, 10 x schwenken
- PBS entfernen
- soviel Trypsin/EDTA-Lösung zugeben, daß die Zellen gerade bedeckt sind
- bei 37 °C 3-5 min bei mikroskopischer Kontrolle inkubieren, bis alle Zellen abgerundet sind und
sich durch leichtes Schwenken oder Stoßen von der Unterlage lösen lassen
- frisches serumhaltiges Medium zugeben
- evtl. Zellen nach Trypanblau-Färbung zählen, um Viabilität der Kultur zu überprüfen
(s. Abschnitt II.1.7)
- 1:3 bis 1:10 verdünnen und neue Kulturgefäße animpfen
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1.7 Trypanblau-Ausschlußfärbung
Die Bestimmung der Zellviabilität erfolgte durch Versetzen von 50 µl Zellsuspension mit dem
gleichen Volumen Trypanblau-Lösung (0,4 %, Sigma) und anschließender lichtmikroskopi-
scher Auszählung in einer Neubauer-Zählkammer (Lindl & Bauer 1994). Als tote Zellen wer-
den blau gefärbte Zellen definiert, da lebende Zellen wegen ihrer intakten Membran den Farb-
stoff nicht aufnehmen.
1.8 Superspinner-Kultivierung
Für die Kultivierung der CHOHCII-Zellen im 1-L-Maßstab kam der Superspinner zum Einsatz.
Dieser wurde in der AG Zellkulturtechnik entwickelt (Lehmann et al. 1992, Heidemann et al.
1994) und hergestellt. Er verbindet die Vorteile einer Spinnerflasche − einfache Handhabung
im Brutschrank − mit den Vorteilen eines membranbegasten Bioreaktors, wie schonende aber
effiziente O2-Versorgung der Zellen bei voller Ausnutzung des Gefäßvolumens. Der Super-
spinner besteht aus einer 1-L-Borosilikatglasflasche (Duran, Schott), die mit zusätzlichen ver-
schließbaren Öffnungen versehen ist. Am zentralen Deckel ist ein PTFE-Taumelrührer mit
integriertem Magnet befestigt, auf dem sich 3 m hydrophobe mikroporöse PP-
Schlauchmembran (Accurel, Akzo-Nobel) zur Begasung befinden. Die Taumelbewegung des
Rührers wird von unten durch einen Drehfeldrührer (40 UpM) induziert. Das gesamte System
mit Probenahme-Leitung, Gaszufuhr- und Abluftleitungen und Luftfiltern (Millipore) läßt
sich im Autoklaven sterilisieren.
Der Superspinner wurde im CO2–Brutschrank (Forma Scientific) betrieben, wobei die Gaszu-
fuhr mit dem konditionierten Gasgemisch des Brutschranks durch eine Membran-Pumpe
(Whisper 500, Japan) erfolgte. Daneben wurde der Superspinner auch im Brutraum betrieben.
Dafür war die Gaszufuhr mit Schwebekörperdurchflußmessern auf ein CO2/Luftgemisch mit
5% (v/v) CO2 eingestellt. Das Gasgemisch wurde zur Erhöhung des Wasserdampfdrucks
durch eine Wasserflasche geleitet.
Auf eine Silanisierung der Glasoberfläche konnte verzichtet werden, da die verwendeten Zel-
len im gesamten Kulturverlauf nicht daran adhärierten.
DAPI-Färbung
- DAPI-Stammlösung (50 x): 5 µg/ml DAPI (Serva) in H2O, 0,2 ml Aliquots bei -20 °C lagern
- 0,2 ml DAPI-Stammlösung mit PBS auf 10 ml auffüllen (= 0,1 µg/ml)
- Medium entfernen, einmal mit PBS waschen
- Zellen mit DAPI-Lösung 15 min bei 37 °C im Brutschrank färben
- Färbelösung abgießen, 3 x mit PBS waschen, Platte trocknen lassen, Deckglas mit etwas Mowiol (s.
Abschnitt II.4.3) auf Kultur legen.
- Mit 100 x Ölimmersionsobjektiv mikroskopieren (s. Abschnitt II.4.4)
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Die Kultivierung wurde als wiederholter satzweiser Betrieb durchgeführt. Bei diesem Kulti-
vierungsmodus wird bei Erreichen der vorgesehenen Zelldichte die Zellsuspension bis auf ein
Restvolumen abgelassen und frisches Medium aufgefüllt. Die Startzelldichte am Anfang je-
den Satzes betrug mindestens 2 x 105 Zellen/ml, um ein sicheres Anwachsen der Kultur auf-
grund autokriner Wachstumsfaktoren zu gewährleisten. Durch dieses schrittweise Ausverdün-
nen des ursprünglich 2 % FCS enthaltenden Mediums wurden die Zellen durch Einsatz ent-
sprechender Medien in serumfreies Medium überführt. Um Nährstofflimitierungen zu ver-
meiden, war es erforderlich, während der Kultivierung die Glukose und Aminosäurekonzent-
rationen im Überstand zu messen (Büntemeyer et al. 1991), so daß das Medium bedarfsge-
recht supplementiert werden konnte.
Medien für die Superspinnerkultivierung:
Satz 1: DMEM/F12 + 2 % FCS + Pen/Strep.
Satz 2+3: DMEM/F12 + 1 g/l BSA, + 3 mM Gln, + RI/HT, Pen./Strep.
Satz 4: DMEM/F12 + 0,5 g/l BSA, + Aminosäuren (s. Tab. 6), 3 g/l Gluc., RI, HT,
Pen./Strep.
Diese Umstellung auf serumfreies Medium war für die nachfolgende Aufreinigung des re-
kombinanten, humanen HCII notwendig, um eine Verunreinigung des Produktes mit Rinder-
HCII aus dem fötalen Kälberserum zu vermeiden.
Tab. 6: Aminosäure-Zusätze zum Medium im Satz 4.
Um eine Aminosäurelimitierung auszuschließen, wurden dem Medium im 4. Satz Aminosäuren zugegeben. Die
zugegebenen Mengen berechneten sich nach den Aminosäure-Verbrauchsraten, die im Satz 1 und 2 ermittelt
wurden und sollten eine Zelldichte von 2*106 Zellen/ml am Ende eines Satzes ermöglichen.
Aminosäure mmol/l Aminosäure mmol/l
Glu 0,90 Trp 0,05
Asn*H2O 0,10 Phe 0,10
Ser 0,60 Ile 0,20
Gln 4,00 Leu 0,30
His*HCl*H2O 0,10 Cys*HCl 0,20
Tyr 0,20 Cys-Cys 0,20
Met 0,10 Pro 0,15
Val 0,50
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1.9 Spezielle Kulturbedingungen
1.9.1 Hemmung der N-Glykosylierung
Um die N-Glykosylierung von HCII in CHOHCII- und HepG2-Zellen spezifisch zu inhibieren,
wurde dem Medium Tunicamycin zugegeben (Duksin & Mahoney 1982). Tunicamycin (Abb.
12) ist ein Nukleosid-Antibiotikum, das aus Streptomyces lysosuperificus isoliert wird und
durch seine hohe Affinität zu GlcNAc-1-P-Transferase die N-Glykosylierung unterdrückt
(Elbein 1987). Dieses Enzym katalysiert den ersten Syntheseschritt des Dolicholphosphat-
gebundenen Oligosaccharids, das allen N-Glykosylierungen gemeinsam ist (Stryer 1990).
Alle Kulturüberstände wurden vor dem Auftragen auf die Heparin-Sepharose-Säule mittels
Dialyse entsalzt.
Abb. 12: Tunicamycin
Produktion von nicht N-glykosyliertem HCII aus CHOHCII- und HepG2-Zellen mit Tunicamycin
Tunicamycin-Stammlösung: 5 mg Tunicamycin (T7765, Sigma) in 1 ml DMSO, bei -20 °C lagern
- Anzucht in T175-Flaschen (70-95 %- konfluent) im jeweiligen Anzuchtmedium:
CHOHCII: DMEM/F12 + 3 mM Gln + Pen./Strep. + 10% FCS
HepG2 : DMEM + 3mM Gln + Pen./Strep. + 10% FCS
- 2x waschen mit serumfreiem Medium:
CHOHCII: DMEM/F12 + 3 mM Gln + Pen./Strep. + RI/HT + 1g/l BSA
HepG2 : DMEM + 3 mM Gln + Pen./Strep. + RI/HT + 1 g/l BSA
- Zellen in 50 ml serumfreiem Medium (s. o.) mit 0, 0,2, 1, 2 mg/l Tunicamycin, 4 h inkubieren
- Kulturüberstand verwerfen und 75 ml serumfreies Medium (s.o.) mit 0, 0,2, bzw. 1,2 mg/l Tunica-
mycin zugeben, 3 d inkubieren
- Überstand mit 1/100 Vol. PMSF (100 mM in Isopropanol) versetzen, zentrifugieren (10.000 x g)
- ü. N. dialysieren (12-14 kD MWCO, Medicell) in 2 x 5 l 20 mM Tris/HCl 2 mM EDTA, pH 7,4
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1.9.2 Hemmung der Sulfatierung
Die Sulfatierung von Tyrosinresten ist eine häufige posttranslationale Modifikation (Huttner
1982 u.1987) und wurde bei HCII an den Tyrosin-Resten 60 und 73 nachgewiesen (Hortin et
al. 1986). Die Tyrosylprotein-Sulfotransferase überträgt dabei Sulfatreste von Phosphoadeno-
sinphosphosulfat (PAPS) auf Tyrosinreste im trans-Golgi-Apparat (Niehrs et al. 1994). Die
PAPS-Synthese wird durch das Substrat-Analogon Chlorat kompetitiv gehemmt (Baeuerle &
Huttner 1986).
Auch CHO-Zellen führen diese Tyrosin-Sulfatierung durch, die jedoch unvollständig sein
kann (Mikkelsen et al. 1991). In der Zellkultur kann die Sulfatierung durch kompetitive Inhi-
bitoren gehemmt werden, wobei Chlorat die effektivste Wirkung zeigt (Baeuerle & Huttner
1986). Einem sulfatfreien Medium wird dazu 1-100 mM Na-Chlorat zugegeben.
Die Versuche wurden sowohl mit üblichem DMEM/F12 (enthält 0,4 mM SO42-) durchgeführt
als auch mit einem sulfatdefizienten DMEM/F12-Medium (D9785, Sigma), dem bestimmte
Komponenten (MgSO4, Lys, Leu, Met, Gln, CaCl2, MgCl2) fehlen und das bis auf Sulfat ent-
sprechend der originalen DMEM/F12-Rezeptur supplementiert wurde. Die Überstände wur-
den für die Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie mittels Dialyse entsalzt.
Gewinnung von rekombinantem HCII aus Chlorat-behandeltenZellen
Chlorat-Medien:
DMEM/F12 (32500, Life Technologies) + 2 mM Gln
+ Pen./Strep.
+ RI
+ 0,5 g/l BSA
+ 0, 3 oder 10 mM NaClO3
DMEM/F12 (D-9785, Sigma) + 4500 µM Gln
+ 450 µM Leu
+ 500 µM Lys
+ 116 µM Met
+ 707 µM MgCl2
+ 1051 µM CaCl2
+ 23 µM Phenolrot
+ Pen./Strep.
+ RI
+ 0,5 g/l BSA
+ 0, 3, 10 u. 20 mM NaClO3
Durchführung:
Anzucht von CHOHCII in T175-Flaschen (70- 95 % konfluent) in:
DMEM/F12 + 3 mM Gln + Pen./Strep. + 10 % FCS
- 2 x waschen mit serumfreiem Medium:
EM/F12 + 3 mM Gln + Pen./Strep. + RI/HT + 1 g/l BSA
- in 50 ml serumfreiem Chlorat-Medium (s. o.) mit 0, 3, 10 bzw. 20 mM Na-Chlorat für 4 h inkubie-
ren
- Kulturüberstand verwerfen und 75 ml serumfreies Medium (s.o.) mit 0, 3, 10 bzw. 20 mM Na-
Chlorat zugeben, für 2-3 d inkubieren
- Überstand mit 1/100 Vol. PMSF (100 mM in Isopropanol) versetzen, zentrifugieren 10.000 x g, 4 °C
- ü. N. dialysieren (12-14 kD MWCO, Medicell) in 10 Liter 20 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 7,4
- dialysierte Überstände einfrieren (-80 °C)
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1.10 Zellspezifische Parameter
Zur Charakterisierung des Wachstums- und Produktionsverhaltens der Zellen wurden zellspe-
zifische Parameter (Pirt 1987) wie folgt bestimmt:
Wachstumsrate µ [d-1]:
µ = dx/dt ⋅ 1/x (4)
spezifische Substratverbrauchsrate qs [µmol/(106 Zellen ÿ d)]:
qs = - dcs/dt ⋅ 1/x (5)
spezifische Produktbildungsrate qp [µmol/(106 Zellen ÿ d)]:
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2 Expression der Deletionsmutanten HCII∆51-76 in Escherichia coli
HCII∆51-76 zeichnet sich durch eine Deletion der Aminosäuren 51-76 aus, die im N-
terminalen Bereich von HCII eine saure Domäne bilden. Nach dem Modell von Ragg et al.
1990 a,b) konkurriert diese saure Domäne intramolekular mit Heparin oder Dermatansulfat
um die Glykosaminoglykan-Bindungsstelle, so daß deren Deletion zu einer erhöhten Affinität
zu Heparin und Dermatasulfat führt. HCII∆51-76 sollte eingesetzt werden, um potentielle
Glykosaminoglykan-abhängige Wirkungsorte von HCII in der extrazellulären Matrix zu iden-
tifizieren.
Dies machte die Etablierung eines Expressionssystems notwendig, um dafür ausreichend Pro-
tein im Milligramm-Maßstab herzustellen. Da für diese Versuche posttranslationale Modifika-
tionen des HCII∆51-76 nicht wichtig waren, konnte die Mutante in E. coli produziert werden.
Es kam ein induzierbares Expressions-System (pET) zum Einsatz, das hohe Expressionsraten
des heterologen Proteins zuließ. Induktions- und Kulturbedingungen wurden optimiert, um
eine möglichst hohe Ausbeute an aktivem Protein zu erzielen. Überexprimierte Proteine wer-
den in E. coli häufig in unlöslicher denaturierter Form in inclusion bodies abgelagert und
können nach Lösen in Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid in vielen Fällen renaturiert
werden. Alternativ kann durch geeignete Strategien versucht werden, den Anteil an löslichem
nicht denaturiertem Zielprotein zu erhöhen (Schein 1989, Baneyx 1999).
2.1 pET-System
Für die Expression von HCII∆51-76 in Escherichia coli wurde das pET- System (Novagen)
verwendet.
Hierbei handelt es sich um ein Expressionssystem, das den starken T7-Promotor sowie eine
induzierbare T7 RNA-Polymerase benutzt, um eine hohe Expressionsrate zu erzielen. Die
pET-Vektoren basieren auf dem Plasmid pBR322 (Studier & Moffat, 1986, Rosenberg et al.,
1987, Studier et al., 1990). Die wichtigsten Elemente der pET-Vektoren sind die T7-
Transkriptions- und Translationssignale, der T7-Promotor, sowie das Ampicillin-Resistenzgen
bla (Novagen, 1997). Zur effektiven Expression − bis zu 50 % des gesamten Zellproteins
nach wenigen Stunden Induktion − wird das pET-System in Kombination mit dem E. coli
Stamm BL21(DE3) verwendet.
Dem E. coli B-Stamm BL21 fehlt das Protease-Gen lon und das Membranprotease-Gen
ompT, deren Genprodukte rekombinante Proteine während der Reinigung degradieren können
(Grodberg & Dunn, 1988). BL21(DE3) ist ein Lysogen des Phagen λDE3, einem λ-Phagen-
Derivat mit Phagen-21-Immunitätsregion. Der Stamm trägt ein in das int-Gen inseriertes
DNA-Fragment mit dem lacI-Gen, dem lacUV5-Promotor und dem T7-RNA-Polymerase-
Gen (Studier & Moffat, 1986). Das defekte int-Gen des λDE3-Phagen verhindert seine Integ-
ration in das Wirtschromosom bzw. dessen Verlassen ohne Helferphagen.
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Für die Expression eines eukaryotischen Zielgens wird der auf dem Plasmid pBR322 basie-
rende Translationsvektor pET-23 benutzt, der die hoch effiziente Ribosomen-Bindungsstelle
des T7-Phagen enthält.
Zur Induktion wurde das Galactoseanalogon Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
benutzt. IPTG bewirkt nach Bindung an den lacI-Repressor ein Freigeben des lac-Operators,
so daß der lacUV5-Promotor eine Transkription des in den Vektor integrierten Fremdgens
durch die T7-RNA-Polymerase ermöglicht. Um den Selektionsdruck in der wachsenden Kul-
tur zu gewährleisten, kam das mit Ampicillin verwandte Carbenicillin zum Einsatz, da es un-
empfindlicher als Ampicillin gegen niedrige pH-Werte ist, die im Kulturverlauf auftreten
können (Novagen, 1997).
2.1.1 Herstellung von E. coli BL21(DE3)/pCBO1
Die Herstellung der Deletionsmutanten p∆51-76 wurde von H. Ragg und Mitarbeitern (Ragg
et al., 1990a) durchgeführt. Die Umklonierung in den Vektor pET-23c(+) und die Transfor-
mation in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) nahm S. Brinkmeyer in der AG Zelluläre
Genetik vor.
Hierzu wurde zunächst ein 1563 Bp PCR-Produkt des Plasmids p∆51-76 mit den Primern
HC2/1641/- und NdeI-Gly I hergestellt und blunt end in die Srf I Schnittstelle des pCR-Script
Amp sk(+) Cloning-Vector (Stratagene) subkloniert.
Mit dem so entstandenen Vektor pCBO2 erfolgte dann die Transformation des E.coli-Stamm
Epicurian Coli XL 1 blue MRF´Kan (Stratagene).
Ein NdeI und EcoRI Spaltprodukt (1485 Bp) aus pCBO2 wurde dann in den ebenfalls mit
NdeI und EcoR I gespaltenen Vektor pET-23c(+) (Novagen) ligiert. Die Charakterisierung
erfolgte über Restriktionsspaltung. Mit diesem Expressionsplasmid pCBO1 (Abb.13) erfolgte
dann die Transformation des Expressionsstammes E. coli BL21(D3) (Novagen).
Primer
HC2/1641/- Eigenschaft: 5´-Ende bei 1641 Bp* im nichtkodierenden 3´-Bereich der HCII-
cDNA, (-)-Strang
5´>3´-Sequenz: HO-GCA TGG GCT ATT GTG CAG AAT T
NdeI-Gly I Eigenschaft: Nde I Schnittstellen im pET 23 Vektor (plus 10 Bp nach 5`), Gly1 bis
Asp 7 im HCII-(+)-Strang
5´>3´- Sequenz: HO-AGG AGA TAT ACA TAT GGG GAG CAA AGG CCC
GCT GCA T
* Numerierung nach Ragg (1986)
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Abb. 13: Expressionsplasmid pCBO1, bestehend aus dem Vektor pET23c(+) mit einklonierter HCII∆51-76
cDNA.
Die Klone 1, 2, 3, 9 und 10 zeigten im ELISA und Western-Blot die stärkste HCII∆51-76
Expression. Für alle weiteren Versuche wurde der Klon 1 verwendet (E. coli
BL21(DE3)/pCBO1 K1).
Die Kulturen wurden als Glycerinkultur bei –80 °C gelagert: 172 µl Glycerin 87 % (p.A.,
Merck, autoklaviert) + 328 µl Kultur.
2.2 Schüttelkolbenkultivierung
Zur Anzucht der Übernachtkultur wurde mit einer sterilen Glasspitze etwas von der tiefge-
kühlten Glycerinkultur abgeschabt und in 50 ml Medium ü. N. bei 150 UpM auf einem
Schüttler bei 37 °C propagiert. Für die Schüttelkolbenkultivierung kamen 1-L-
Schikanekolben (Schott) zum Einsatz, die mit 240 ml Medium und 10 ml Übernachtkultur
angeimpft wurden. Bei einer Schüttlerdrehzahl von 220 UpM wurde zunächst bei 37 °C bis zu
einer OD600 von 0,6 angezogen und dann mit 0,4 mM IPTG für 3 h induziert. Nach dem Ab-
kühlen auf Eis wurden die Bakterien abzentrifugiert und danach lysiert oder bei –80 °C gela-
gert. Dem Zellaufschluß diente ein Triton-haltiger Tris-Puffer, der mit den Protease-
inhibitoren EDTA und Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) versetzt war. Vor der Zellyse
wurde das abzentrifugierte Pellet in 1/25 Volumen des ursprünglichen Kulturvolumens in
Lysepuffer resuspendiert. Der Zellaufschluß mit Ultraschall (Sonifier 250, Branson) erfolgte
auf Eis in Pulsen, bis in der lichtmikroskopischen Kontrolle (fast) keine intakten Bakterien
mehr festzustellen waren. Nach der Lyse in einer Endkonzentration von 10 µg/ml zugegebene
DNase I verringerte die Viskosität des Lysats sowie störende Einflüsse der polyanionischen
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2.3 Expression im 5-l-Maßstab
Die Fermentation im 7-l-Bioreaktor (LAB 7 L, MBR) mit einem maximalen Arbeitsvolumen
von 5,5 l wurde mit T. Schäffer in der AG Fermentationstechnik (Leitung: Prof. Dr. E. Fla-
schel) der Technischen Fakultät durchgeführt.
Der Fermenteraufbau (Abb. 14) ist bei Schmidt (1998) und Miksch et al. (1997) beschrieben.
Der pH-Wert wurde durch die Fermenterregelung mit 10 % H3PO4 und 2 N NaOH reguliert,
und die Rührerdrehzahl bei Unterschreiten von 60 % Luftsättigung um jeweils 20 UpM zur
Einhaltung eines ausreichenden O2-Partialdruckes erhöht. Als Antischaummittel diente PE
8100 (BASF). Der Kopfraumüberdruck betrug 0,2 bar. Das am Vortag angesetzte Medium-
Konzentrat (100 g LB-Medium in 300 ml Milli-Q) wurde in den Reaktor gegeben, auf 5 l auf-
gefüllt und autoklaviert. Nach dem Abkühlen konnte dann durch ein Septum 5 ml Ampicillin
(50 mg/ml, Sigma) entsprechend einer Endkonzentration 50 µg/ml zugegeben werden.
E. coli Schüttelkolbenkultivierung
Stamm: E. coli Bl21(DE3)/pCBO1 K1
LB/Carb-Medium: LB-Medium (Lennox L Broth Base, 12780-029, Gibco/Life Technolo-
gies), 20 g/l, 20 min autoklavieren, 1 ml/l Carbenicilin-Stammlsg.
Carbenicillin- Stammlösung: 50 mg/ml Carbenicillin (69101-1, Novagen) in Milli-Q, Lagerung bei
– 20 °C
IPTG-Stammlösung (0,1 M) 2,38 g Isopropylthiogalactosid (Sigma) in 100 ml Milli-Q, sterilfiltrie-
ren, Lagerung bei – 20 °C
Lysepuffer : 50 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 0,1 % (v/v) Triton X-100, pH 7,4
PMSF : 0,1 M Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (P7626, Sigma) in Isopro-
panol
für 8 x 250 ml Schüttelkolben
Vorkultur: - gefrorene (-80 °C) Glycerinkultur abschaben
- ü.N. in 100 ml LB/Carb.-Medium anziehen bei 37 °C, Schüttler
Induktion: - 8 x 250 ml LB/Carb-Medium pro 1-l-Schikane-Kolben mit ca 10 ml Vorkultur
animpfen
- 37 °C , Schüttler 220 UpM
- bei OD600 0,6 mit 1 ml/Kolben IPTG induzieren, Brutraum auf 25 °C einstellen
- 3 h bei 25 °C
- 5 min auf Eis stellen
- Zellen abzentrifugieren: 5000 x g, 10 min 4 °C (Sorvall, GS3-Rotor)
Zellaufschluß: - Zellpellet in 1/25 Vol. Lysepuffer und 1/100 Vol. 0,1 M PMSF auf Eis
resuspensieren
- Sonifier: 5 min 50 %, Stufe 3 auf Eis
+ 1/20 Vol. 0,2 M MnCl2 (10 mM Endkonzentration)
+ 1/100 Vol. DNase I (from Bovine Pancreas, 1 mg/ml, 4370U/mg, Amresco),
- 30 min bei 37 °C inkubieren
- zentrifugieren: 10.000 x g, 20 min, 4 °C
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Abb. 14: Schematische Darstellung des 7-L-Bioreaktors (MBR) für die E. coli-Fermentation zur HCII∆51-76
Produktion.
Das Inokulum bestand aus 2 x 250 ml Übernachtkultur und wurde aus dem Animpfkolben mit
einer Nadel bei reduziertem Kopfraumüberdruck in das Reaktorgefäß überführt und zunächst
bei 37 °C kultiviert. Bei einer OD600 von 7,0 wurden 2,5 l Kultur abgelassen und verworfen
und 2,5 l frisches Medium mit einer Pumpe zugegeben. Nach dem Herunterkühlen auf 25 °C
erfolgte die Induktion mit 50 ml 40 mM IPTG (0,4 mM Endkonzentration). Nach 2,5 h Kulti-
vierung in Gegenwart von IPTG wurde abgeerntet und die Zellen durch Zentrifugation des
Kulturüberstandes für 20 min bei 5000 x g und 4 °C abgetrennt. Bis zum Zellaufschluß lager-
ten die Pellets ü. N. bei –80 °C. Die aufgetauten Pellets wurden dann in insgesamt 250 ml
(1/20 Vol.) Lysepuffer (s.Abschn. II.2.2) mit 2 mM PMSF resuspendiert und in 3 Durchgän-
gen mit einem Hochdruckhomogenisator (Mini-Lab Typ 8.30H, Rannie) aufgeschlossen. Da-
nach folgten 3 Zentrifugationsschritte, um das Zellysat zu klären: 2 x 20 min bei 12.000 x g, 1





























II Material & Methoden 44
_________________________________________________________________________________________________________________
3 HCII-Reinigung
Für die Reinigung von HCII kam eine Kombination verschiedener Proteinreinigungs-
Verfahren zum Einsatz, die fraktionierte Fällungen, chromatographische Verfahren, Umpuffe-
rungs- und Konzentrierungsschritte umfaßte.
Die HCII-Reinigungsstrategie für humanes Plasma-HCII folgte im wesentlichen der Be-
schreibung von Griffith et al. (1985) sowie der darauf beruhenden Beschreibung von Zhang et
al. (1994) für die Reinigung von Maus-HCII.
Die Reinigung von rekombinantem HCII aus CHO-Zellen und HCII aus HepG2-Zellen ent-
sprach im wesentlichen einer Plasma-HCII-Reinigung unter Ausschluß der PEG/BaCl2-
Fällungsschritte. Für die Isolierung des rekombinanten HCII∆51-76 aus E.coli-
Kulturüberstand wurden einige Reinigungsschritte neu entwickelt.
3.1 Reinigung von Plasma-HCII
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Wie in Abb. 15 zu ersehen, war die Reinigung von HCII aus humanem Citrat-Plasma ein vier-
stufiger Prozeß (Griffith et al.1985). Zunächst sorgte eine fraktionierte PEG-Fällung in Kom-
bination mit einer BaCl2-Fällung für eine Anreicherung von HCII. Darauf folgten drei ver-
schiedene Chromatographie-Schritte: Affinitäts- und Ionenaustausch-Chromatographie sowie
abschließend eine Gelfitration. Der Gelfiltrationsschritt kam lediglich für die Feinreinigung
der HCII-Proben für die Glykosylierungsanalytik zum Einsatz.
Das Plasma-Ausgangsmaterial stammte von einzelnen Spendern und ist laut Hersteller nega-
tiv getestet bezüglich Hepatitis B Oberflächen-Antigen (HBsAg) und Antikörper gegen HIV,
HCV.
Die Durchführung der gesamten Reinigung ist am Ende des Abschnitt II.3.1 beschrieben. Zu-
nächst werden die verwendeten Methoden allgemein vorgestellt.
3.1.1 PEG- und BaCl2-Fällung
Bei der ersten Beschreibung von HCII wurde bereits PEG zur partiellen Reinigung verwendet
(Briginshaw & Shanberge, 1974).
Polyethylenglycol (PEG) ist ein nicht denaturierendes wasserlösliches Polymer, das Proteine
aus wässrigen Lösungen ausfällen kann. Dieser Effekt hängt von der PEG-Polymer- und Pro-
teingröße ab und beruht hauptsächlich auf einem Volumenausschlußmechanismus (Ingham,
1990). Das Protein reichert sich mit steigender PEG-Polymerkonzentration im Extrapolymer-
raum an und unterschreitet dabei sein Löslichkeitsprodukt. Dieser Effekt ist relativ unabhän-
gig von Ionenstärke und pH-Wert der Lösung. PEG wird ebenso wie die klassische Cohn-
Fraktionierung mit kaltem Ethanol (Cohn et al. 1947, Marshall 1989) zur Plasma-
Fraktionierung eingesetzt, ist demgegenüber aber schonender bei empfindlichen Proteinen
und weniger temperatursensitiv (Hao et al. 1980). Darüber hinaus hat PEG nur eine geringe
Lösungsenthalpie, so daß sich erforderliche Temperaturen leicht einhalten und reproduzieren
lassen.
Der BaCl2-Fällungsschritt bewirkte eine Ausfällung der Vitamin-K-abhängigen Gerinnungs-
faktoren in Verbindung mit dem Citratzusatz im Ausgangsmaterial (Citrat-Plasma) durch Ba-
riumcitrat-Präzipitation (Deacon & Howell 1976, Griffith et al.1985).
3.1.2 Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie
Die Affinitätschromatographie beruht auf der reversiblen Adsorption eines Moleküls an einen
matrixgebundenen Liganden, der für das aufzureinigende Protein möglichst spezifisch sein
sollte. Als Matrizes werden offenporige Materialien mit großer spezifischer Oberfläche, hoher
mechanischer Festigkeit und geringer unspezifischer Adsorption verwendet. Daran wird über
aktivierte Gruppen der Ligand meist kovalent gekoppelt. Als Liganden kommen für die HCII-
Reinigung insbesondere GAGs in Frage, aber auch andere Liganden wie z.B. Con A (Tollef-
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sen et al.1986, Sinniger et al. 1993) oder Ca-Spirulan (Hayakawa et al. 2000) sind beschrie-
ben worden.
Immobilisiertes Heparin stellt einen vielseitigen Liganden zur Reinigung von Gerinnungsfak-
toren (z.B. Thrombin, AT, Faktor IX, X, XI u. XII), Lipoprotein-Lipasen, Steroid-Rezeptoren,
Hormonen, Interferon, Protein-Synthese-Faktoren und DNA-bindenden Proteinen dar (A-
mersham-Pharmacia 1999, Farooqui 1980). Der Grund für diese breite Spezifität liegt in der
polyanionischen Struktur von Heparin mit einer hohen Dichte an negativen Ladungen (Kjel-
len & Lindahl 1991).
Eine kommerziell verfügbare Heparin-Affinitäts-Matrix stellt Heparin-Sepharose CL-6B
(Pharmacia) dar. Diese besteht aus Heparin, das an eine Bromcyan-aktivierte quervernetzte
Agarose gekoppelt wurde (Tab. 7). Für die HCII-Reinigung wurde eine Heparin-Sepharose-
Fertig-Säule (HiTrap Heparin, 5 ml Gelbettvolumen, Pharmacia) verwendet.
Tab. 7: Eigenschaften der verwendeten Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie-Matrizes (Hersteller-
angaben).
Heparin-Sepharose CL-6B HiTrap Heparin-Sepharose
Hersteller Pharmacia Pharmacia
Matrix quervernetzte Agarose, 6% Quervernetzte Agarose, 6%
Heparin aus Darm-Mukosa (Schwein) aus Darm-Mukosa (Schwein)
Kopplungsmethode Bromcyan N-Hydroxysuccinimid
gekoppeltes Heparin 2 mg /ml Gel 10 mg/ml Gel
Ausschlußgrenze (Mr) 6 x 106 D 4 x 106 D
Partikel-Größe 45-165 µm 34 µm
3.1.3 Ionenaustausch-Chromatographie
Bei der Ionenaustausch-Chromatographie binden Proteine durch elektrostatische Wechselwir-
kung an eine positiv oder negativ geladene Matrix (Choudhary & Horvath 1996). Das Protein
konkurriert dabei mit den Salzionen des Laufmittels um die Gegenladungen der stationären
Phase. Starke Ionenaustauscher mit geladenen Gruppen wie der Sulfomethylgruppe für Katio-
nenaustauscher oder quarternären Ammoniumverbindungen, z.B. der Trimethylami-
noethylgruppe für Anionenaustauscher behalten über eine weiten pH-Bereich ihren Ladungs-
zustand bei. Die Affinität zur Ionenaustauschermatrix steigt mit dem Betrag der Nettoladung
des Proteins. Diese kann abhängig vom isoelektrischen Punkt (pI) des Proteins durch den pH-
Wert der mobilen Phase (pH > pI+1 bei Anionenaustausch bzw. pH < pI-1 bei Katione-
naustausch) beeinflußt werden. Die Elution erfolgt entweder mit einem pH- oder Salzgradien-
ten (Lottspeich 1998).
Für die HCII-Reinigung aus Plasma und Zellkulturüberständen wurde die Anionenaustau-
schersäule Mono Q HR 5/5 (Zhang et al. 1994) verwandt, während bei der HCII∆51-76-
Reinigung eine Kationenaustauscher-Säule (1 ml, Resource-S) zum Einsatz kam (Tab. 8).
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Tab. 8: Eigenschaften der verwendeten Ionenaustauscher-Säulen (Herstellerangaben).
Bezeichnung Mono Q Resource S
(Pharmacia) (Pharmacia)
Typ starker Anionentauscher starker Kationentauscher
geladene Gruppe -CH2N+(CH3)3 -CH2SO3-
Matrix hydrophiler Polyether Polystyrol, quervernetzt mit Divinylbenzol
Partikelgröße 10 µm 15 µm
Bettvolumen 1 ml 1 ml
Abmessungen 5 x 50 mm 6,4 x 30 mm
max. Druck 5 MPa 1,5 Mpa
empf. Fluß 0,5 - 2 ml/min 1 - 10 ml/min
max. Beladungskapazität 65 mg/ml (HSA) 25 mg/ml
Ionenkapazität 320 ± 50 µmol (Cl-)/ml k.A.
totale Bindungskapazität 5 mg/Säule k.A.
3.1.4 Gelfiltration
Die Gelchromatographie ist eine Ausschlußchromatographie und trennt gelöste Moleküle
nach ihrer Größe. Das Prinzip beruht auf der moleküldurchmesserabhängigen Permeation der
stationären Phase, die eine kontrollierte Porengröße besitzt. Molekülen, die größer als die Po-
rengröße sind, steht für die Elution lediglich der extrapartikuläre Raum (Ausschlußvolumen
V0) zur Verfügung. Kleinere Moleküle können in die Poren eindringen, so daß sich ihre Eluti-
on entsprechend dem zugänglichen Porenvolumen verzögert. Ihr Elutionsvolumen Vr besteht
aus dem zugänglichen internen Porenvolumen zuzüglich dem Partikelzwischenraum. Sehr
kleine Eluenten durchdringen das Gelvolumen vollständig, so daß ihr Elutionsvolumen Vt
dem gesamten Flüssigkeitsvolumen der Säule entspricht, bestehend aus dem Porenvolumen
VP zuzüglich dem Ausschlußvolumen V0 (Janson & Rydén 1998). Für die Trennung spielt das
Lösungsmittel keine große Rolle, so daß sich die Methode auch zum Umpuffern eignet.
Nachteile der Gelfiltration sind die unvermeidliche Verdünnung der Probe (mindestens Faktor
3), der geringe Reinigungsfaktor (2-3) und das geringe Probenvolumen (< 2 % des Säulenvo-
lumens). Für HCII wurde eine Superdex 200 HR 10/30 Säule (Gelbettvolumen 24 ml, Phar-
macia) eingesetzt (Tab. 9).
Tab. 9: Eigenschaften der Gelfiltrationsäule (Herstellerangaben)
Bezeichnung Superdex 200 HR 10/30 Säule
Matrix quervernetztes Kopolymer aus Agarose und Dextran
Partikelgröße 13 µm (Mittelwert)
Trennbereich 10–600 kD (globuläres Protein)
Ausschlußgrenze 1.300 kD (globuläres Protein)
Gelbettvolumen (VC) 24 ml
max. Druck 1,5 Mpa
max. Volumenstrom 1 ml/min
max. Fließgeschwindigkeit 76 cm/h
theoret. Bodenzahl >30.000 m-1
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3.1.5 FPLC-System
Alle Chromatographiemethoden wurden mit einem FPLC-System (FPLC: fast protein liquid
chromatography) von Pharmacia durchgeführt, das aus folgenden Komponenten bestand:
Controller LCC-501 Plus, 2 Pumpen P500, Mixer, Injektionsventil MV-7, 2 Ventile MV-8,
Leitfähigkeitsmonitor, UV280-Monitor UV-1, Schreiber REC-102 und einem Fraktions-
sammler FRAC-100. Die Bedienung erfolgte wahlweise über die Controller-Konsole oder mit
einem PC in Verbindung mit der FPLC-Director-Software (Version 1.10, Pharmacia).
Alle Puffer wurden im Ultraschallbad oder mit der Wasserstrahlpumpe entgast. Die Proben
wurden zur Partikelabtrennung zentrifugiert (10.000 x g, 10 min) oder filtriert (0,22 µm). Die
Lagerung der Säulen erfolgte in entgastem 20 %igem Ethanol p.A. bei 4 °C.











Puffer A Puffer B Probe
Säule
Proben-Schleife




Source Plasma, for manufacturing use only, Sera-Tec Biologicals, North Brunswick, USA.
Negativ getestet auf Antikörper gegen HIV, HCV und nichtreaktiv für HBsAg.
Lagerung bei –80 °C.
Lösungen
1 M BaCl2
TC-Puffer: 50 mM Tris, 20 mM Zitronensäure, pH 7,4
TCE-Puffer: 50 mM Tris, 20 mM Zitronensäure, 5 mM EDTA, pH 7,4
20 mM Tris-HCl, pH 7,4
Durchführung
200-250 ml Plasma pro Aufreinigung. PEG, Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor und Benzamidin werden als Tro-
ckensubstanzen zugegeben.
Fällungen
- Auf 4 °C vorkühlen: 1 M BaCl2, Zentrifuge (Sorvall RC5C, Ausschwingrotor Sorvall
HB-6), Duran-Flaschen
- ca. 200-250 ml Plasma auftauen (37 °C, Wasserbad), bis gerade der letzte
Eisklumpen verschwindet
+ Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 20 mg/l Endkonzentration (T9003, Sigma)
+ Benzamidin (B 6506, Sigma), 5 mM, 918 mg/l Endkonzentration
+ 35 g PEG 8000 (P 2139, Sigma) pro l vorgelegtes Volumen zugeben
- 30 min bei 4 °C rühren
- zentrifugieren, 2640 x g, 30 min, 4 °C
- Präzipitat verwerfen, Überstand in vorgekühlte Duran-Flasche
+ 1/10 Vol. 1 M BaCl2 langsam tropfenweise über 15 min zugeben
- 30 min bei 4 °C rühren
- zentrifugieren (s.o.), Präzipitat verwerfen
+ 100 g PEG 8000 pro l vorgelegten Überstand zugeben
- 30 min bei RT rühren
- zentrifugieren, (2640 x g, 30 min, RT) Überstand verwerfen
- Präzipitat in etwa gleichen Volumen TC-Puffer resuspendieren
+ 100 g PEG 8000 pro l vorgelegtes Volumen zugeben
- 60 min bei RT rühren
- zentrifugieren bei RT (s.o.), Präzipitat verwerfen
+ 150 g PEG 8000 pro l vorgelegtes Volumen zugeben
- 60 min bei RT rühren
- zentrifugieren bei RT
+ Präzipitat in TCE-Puffer lösen (entsprechend dem ursprünglich Plasmavolumen) in Über-
kopfschüttler (ü.N. bei 4 °C und bei Bedarf am nächsten Morgen Restpellet bei RT lösen)
- zentrifugieren 10.000 x g, 10 min
- Pellet verwerfen
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Plasma-HCII-Reinigung (Fortsetzung)
- Heparin-Sepharose (HiTrap, 5 ml, Pharmacia)
Puffer A TCE-Puffer
Puffer B TCE-Puffer, 0,2 M NaCl
Fluß 2 ml/min
Equilibrieren 5 cv Puffer A (cv = Säulenvolumen)
Auftragen 2 ml/min mit Pumpe A
Waschen 5 cv TCE-Puffer, 2 ml/min
Eluieren Puffer B bis UV-Signal wieder bei Null
Fraktionsvol. 5 ml
Reinigen 5 cv TCE, 3 M NaCl, 2 ml/min
Poolen HCII-Fraktionen
- Dialyse
- Dialyseschlauch (12-14 kD MWCO, Medicell) 3 x in Milli-Q auskochen
- Heparin-Sepharose-Eluat einfüllen, verknoten
- gegen 2 l 20 mM Tris-HCl, pH 7,4 bei 4 °C für 1-2 h unter Rühren dialysieren (1–2 h reichen,
um die Ionenstärke ausreichend herabzusetzen)
- Mono Q HR 5/5
Puffer A 20 mM Tris-HCl, pH 7,4
Puffer B 20 mM Tris-HCl, 0,7 M NaCl, pH 7,4
Fluß 1 ml/min
Vorbereiten 5 cv Puffer A (cv = Säulenvolumen)
10 cv Puffer B
Equilibrieren 5 cv Puffer A
Auftragen 1 ml/min mit Pumpe A
Waschen Puffer A
Eluieren 50 ml linearer Gradient 0 - 0,7 M NaCl in 20 mM Tris-HCl, pH 7,4
Fraktionsvol. 1 ml
Poolen HCII-Fraktionen (enthalten ca. 200-280 mM NaCl)
- konzentrieren:Microsep 30 (Pall/Filtron) (s. Abschnitt II.3.4)
- Superdex 200 HR 10/30
Puffer A 20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 200 mM NaCl, filtrieren (0,2 µm, Sarto-
lab P, Sartorius)
Equilibrieren 50 ml, 1 ml/min
Auftragen 200 µl mit dem Injektions-Ventil (200 µl Probenschleife)
0,25 ml/min, Fraktionssammler gleichzeitig starten
Fraktionsvol. 0,5 ml
Elution 0,25 ml/min
Poolen UV-Peak bei 13,5 ml, Fraktion 27 und 28
- Lagerung
gereinigtes HCII aliquotieren und bei –80 °C lagern
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3.2 Reinigung von HCII aus CHOHCII- und HepG2-Überständen
Die zu reinigenden Kulturüberstände von CHOHCII, und HepG2-Zellen wurden zunächst mit
10 µM PMSF versetzt und mittels Dialyse entsalzt. Der Superspinner-Überstand war zuvor
durch Ultrafiltration konzentriert worden (s. Abschnitt II.3.4).
Abb. 17: Reinigungsschema von HCII aus CHOHCII- und HepG2-Kulturüberständen
Die weiteren in Abb. 17 aufgeführten Reinigungsschritte erfolgten wie in Abschnitt II.3.1
beschrieben, wobei jedoch für die Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie folgende
Puffer zum Einsatz kamen:
Puffer A: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 5 mM NaCl, pH 7,4
Puffer B: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl, pH 7,4.
Für die Glykosylierungsanalytik wurde das HCII aus CHOHCII-Zellen an Heparin-Sepharose
rechromatographiert (s. Abschnitt III.1.2.3) und mit Superdex 200 HR 10/30 weiter aufgerei-
nigt, wie in Abschnitt II.3.1 beschrieben, um eine höhere Reinheit zu erzielen.
Dialyse von Kulturüberständen
- Dialyseschlauch (12-14 kD MWCO, Medicell) 3 x in Milli-Q auskochen
- Heparin-Sepharose-Eluat einfüllen, verknoten
- gegen 5 l 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 10 µM PMSF, 5 mM NaCl, pH 7,4 bei 4 °C















Voraussetzung für HCII-Adsorbtion an Anionentauscher
Voraussetzung für HCII-Adsorbtion an Heparin
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3.3 Reinigung von HCII∆51-76 aus E. coli
Für die Deletionsmutante HCII∆51-76 aus E. coli mußten sowohl der Heparin-Sepharose- als
auch der Ionenaustauscher-Reinigungsschritt den veränderten physikalischen Eigenschaften
des mutierten Proteins angepaßt werden (Abb. 18). Die fehlende saure Domäne ließ eine er-
heblich festere Bindung an Heparin erwarten, die sich in einer Elution bei entsprechend höhe-
rer Ionenstärke niederschlagen sollte.
Während für die Reinigung von HCII aus Plasma, CHOHCII-, und HepG2-Überständen ein
Anionenaustauscher verwandt wurde, kam für HCII∆51-76 ein Kationenaustauscher zum Ein-
satz. Der Grund hierfür lag in dem wesentlich alkalischerem isoelektrischen Punkt (pI) der
Deletionsmutante. Die Nettoladung ist infolge der Deletion der sauren Domäne positiver. Au-
ßerdem fehlen die negativ geladenen Sialinsäuren der N-Glykane, deren Synthese in E. coli
nicht durchgeführt wird. Dadurch steigt der isoelektrische Punkt (pI) von 4,9-5,3 (Plasma-
HCII) auf 9,08 bei HCII∆51-76.
Letzterer wurde aus der Aminosäuresequenz von HCII∆51-76 berechnet (ExPASy-Server,
„Compute pI/Mw“, http:// www.expasy.ch/tools/pi_tool.html).

















Voraussetzung für HCII-Adsorption an Kationentauscher
Abtrennung von Zelltrümmern und inclusion bodies
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3.4 Konzentrierung von HCII
Zur Konzentrierung von HCII bis zu Probenvolumina von 3,5 ml wurden Zentrifugenkon-
zentratoren (Microsep 30, Filtron/Pall) eingesetzt. Die Probe wird in das obere Reservoir
eingefüllt. Eine Ultrafiltrationsmembran (MMCO 30 kD) hält das zu konzentrierende Protein
im Retentat zurück, während das Filtrat, unterstützt durch die Zentrifugalkraft in der
Zentrifuge, die Membran passiert. Das Retentat (30 –300 µl) wurde anschließend mit einer
Pipette entnommen. Die Zentrifugation fand mit entsprechenden Adaptern in einem SS34-
Reinigung von HCII∆51-76
- Heparin-Sepharose
Säule: - Heparin-HiTrap (5 ml, Pharmacia) für die Reinigung der Schüttelkol-
benkultur-Lysate
- Heparin-Lysin-Sepharose (30 ml, Hoechst) in Pharmacia XK16-Säule
für die Reinigung des 5-l-Fermentations-Lysate
Puffer entgasen (Ultraschallbad oder Wasserstrahlpumpe)
Proben (Lysate) zentrifugieren (20.000 x g, 20 min)
Puffer A 50 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, pH 7,4
Puffer B 50 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 1 M NaCl, pH 7,4
Fluß 2 ml/min
Equilibrieren 5cv Puffer A (cv = Säulenvolumen)
Auftragen 2 ml/min mit Pumpe A
Waschen 5 cv Puffer A
Eluieren Stufengradient:
0,5 M NaCl, bis UV-Signal wieder bei Null, ca . 3 cv
1,0 M NaCl, bis UV-Signal wieder bei Null
Poolen HCII Fraktionen: UV-Peak bei 1,0 M NaCl-Elution
Fraktionsvol. 5 ml
Reinigen 5 cv TCE, 3 M NaCl
- Quick-Dialyse
- Dialyseschlauch (12-14 kD MWCO, Medicell) 3 x in Milli.-Q auskochen
- Heparin-Sepharose-Eluat einfüllen, verknoten
- gegen 20 mM MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsäure, Sigma), 0,1 M NaCl, pH 6,0 bei
4 °C für 2 x 1 h je 1 l unter Rühren dialysieren
- evtl. entstandenes weißes Präzipitat abzentrifugieren: 10.000 x g, 10 min
- Resource S
Puffer A: 20 mM MES, pH 6,0
Puffer B: 20 mM MES 1,0 M NaCl, pH 6,0
Fluß: 2 ml/min
Vorbereiten 5 ml Puffer A
10 ml Puffer B
Equilibrieren 5 ml Puffer A
Auftragen mit Pumpe A
Waschen Puffer A
Eluieren 40 ml linearer Gradient 0,1–1,0 M NaCl in 20 mM MES, pH 6,0
Fraktionsvol. 1 ml
Poolen HCII Fraktionen (enthalten ca. 320-380 mM NaCl)
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Festwinkelrotor (RC5-Zentrifuge, Sorvall) bei 5000 x g und 4 °C statt. In ½-h-Abständen
wurde der Fortschritt der Filtration kontrolliert, um eine zu starke Konzentrierung und ein
Ausfallen der Proteine an der Membran durch Konzentrationspolarisation zu vermeiden.
Für die Aufkonzentrierung des CHOHCII-Überstandes aus der Superspinner-Kultivierung (1 l)
kam ein Tangentialstrom-Ultrafiltrations-Modul (Sartocon Micro, MWCO 30 kD, Sartorius)
in Verbindung mit einer Pumpe (Typ 5003 U, Watson-Marlow) zum Einsatz.
Ultrafiltration mit Sartocon Micro 30 kD (Sartorius)
Probe: 1 l Superspinner Kulturüberstand
Filtration: Konzentratausgang mit Schlauchklemme drosseln, um Transmembrandruck
(maximal 2 bar) aufzubauen.Von 1 l auf 0,3 l konzentrieren (ca. 4 h), Konzentrat
auf Eis kühlen
Reinigung des Moduls: je 50 ml filtrieren: Milli-Q, 0,5 M NaOH, 1 M HCl, Milli-Q
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4 In-situ-Fluoreszenz-Nachweis von HCII
Ziel der in-situ-Fluoreszenzanalysen war es, eine HCII-Bindung an die Glykosaminoglykane
(GAGs) der extrazellulären Matrix (ECM) nachzuweisen. Um die Immunfluoreszenzmethode
zu etablieren, wurden Heparin-Sepharose-Partikel als Modell für die ECM verwendet.
4.1 Fluoreszenz-Methoden
Die Immunfluoreszenz-Technik bedient sich der Empfindlichkeit der Fluoreszenzmikroskopie
(Farbstoffverdünnung bis 1:1.000.000) in Verbindung mit der hohen Spezifität immunologi-
scher Verfahren. Benötigt werden dafür Antikörper, die kovalent mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff (Fluorochrom) konjugiert sind (Storch 1997, Coons et al. 1941). Man unterscheidet die
direkte Methode, bei der das Antikörper-Fluorochrom-Konjugat direkt an das Antigen bindet
(Abb. 19 b) und die indirekte Methode (Wheatley & Wang 1998), bei der zunächst die Bin-
dung eines Primärantikörpers an das Antigen erfolgt. Den eigentlichen Nachweis ermöglicht
dann der fluorochrommarkierte Sekundärantikörper mit Spezifität gegen den Primärantikörper
(Abb. 19 c). Neben diesen immunologischen Methoden ist es auch möglich, das gereinigte
Protein direkt mit dem Farbstoff kovalent zu markieren (Abb. 19 a). So können die Nachteile
des immunologischen Nachweises (unspezifische Färbung, Kreuzreaktionen) vermieden wer-
den, möglicherweise jedoch auf Kosten der Empfindlichkeit.
Darüber hinaus lassen sich bestimmte Strukturen wie z. B. DNA durch Anfärben mit selektiv
bindenden Fluoreszenzfarbstoffen gezielt sichtbar machen.
Abb. 19: Fluoreszenzdetektion von HCII auf ex-
trazellulärer Matrix (ECM). a) kovalente Markie-
rung, b) und c) immunologische Markierung mit



















b) direkte Immunfluoreszenz c) indirekte Immunfluoreszenz
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4.1.1 Kovalente Kopplung von Fluoresceinisothiocyanat an HCII
Für die Fluoreszenzmarkierung von HCII wurde Fluoresceinisothiocyanat (FITC) verwendet.
FITC hat eine gelbgrüne Fluoreszenzfarbe bei einem Emissionsmaximum von λ = 519 nm
und ein Absorptionsmaximum bei λ = 490 nm. Die Kopplung erfolgt an freie Aminogruppen
(Abb. 20). Zunächst wurde im alkalischen Milieu die Kopplung vorgenommen und danach
überschüssiger Farbstoff durch Gelfiltration abgetrennt (Storch 1997, Praktikums-Skript Bio-
chemie 1997). Bei einer Auschlußgrenze von 3.000 kD von Sephadex G-25 eluieren Makro-
moleküle von der PD-10-Säule (Pharmacia) bei 2,5 ml (Ausschlußvolumen V0), während nie-
dermolekulare Substanzen um Vt (s. Abschnitt II.3.1.4) bei etwa 9 ml eluieren. Damit ließ
sich das FITC von dem Protein-FITC-Konjugat abtrennen. Die Säule wurde über einem UV-
Leuchttisch (Transilluminator 312 nm, Biometra) aufgebaut, um das Auffinden der reinsten
FITC-HCII-Konjugat-Fraktionen während der Elution zu ermöglichen. Eine Bestimmung des
Farbstoff/Protein-Verhältnisses wurde nicht durchgeführt. Neben HCII wurde zu Kontroll-
zwecken auch BSA mit FITC konjugiert.




- 0,2 M NaHCO3, 0,15 M NaCl, pH 8,8
- 10 mM NaH2PO4, pH 8,0
- FITC (2 mg/ml): Fluoresceinisothiocyanat, Isomer I (F7250, Sigma) gelöst in DMSO FITC
erst kurz vor dem Versuch lösen
Durchführung
1. Kopplungsansatz
- FITC (MW 389 D) und HCII (MW 65,6 kD) im molaren Verhältnis 20:1 mischen:
0,2 ml HCII (2 mg/ml) = 0,4 mg = 6,1 nmol
122 nmol FITC = 0,047 mg = 23,5 µl FITC in DMSO (2 mg/ml)
- 0,2 ml 0,2 M NaHCO3, 0,15 NaCl, pH 8,8 zugeben
- 30 min bei RT im Dunkeln inkubieren
2. Gelfiltration mit Sephadex G-25 Fertigsäule (PD-10, Pharmacia)
Equilibrieren 20 ml 10 mM NaH2PO4, pH 8,0
Probe auftragen Kopplungsansatz
Elution 10 mM NaH2PO4, pH 8,0, Fraktionen von ca. 0,5 ml auffangen.
UV-Lichtkontrolle (UV-Leuchttisch, UV-Schutzbrille tragen!).
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4.2 DAPI-Färbung
Für die Beurteilung der ECM-Präparation wurde der Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) eingesetzt, um DNA-Reste nachzuweisen. DAPI bindet bevorzugt an
AT-Cluster in der kleinen Furche von doppelsträngiger DNA (Kubista et al. 1987). RNA wird
weniger intensiv angefärbt. Die RNA-Färbung geschieht durch Interkalation in AU-reichen
Regionen (Tanious et al. 1992, Kapuscinski 1990). Die Durchführung der DAPI-Färbung ist
in Abschnitt II.1.6 beschrieben.
4.3 Mowiol-Einbettung
Fluoreszenzfarbstoffe bleichen im Licht aus, und zwar besonders schnell durch das Anre-
gungslicht der Mikroskopbeleuchtung. Spezielle Einbettungsmittel wie Mowiol verzögern
diesen Effekt (Longin et al. 1993). Auf den Objekträger mit dem getrockneten Präparat wurde
ein Tropfen Mowiol-Lösung gegeben und ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt.
4.4 Fluoreszenzmikroskopie
Das verwendete Fluoreszenzmikroskop arbeitete nach dem Prinzip der Auflichtmikroskopie,
bei der das Anregungslicht mit einem Farbteilerspiegel durch das Objektiv geleitet wird. Das
Mikroskop (Axioskop, Zeiss) war mit folgenden Filtersätzen (Zeiss) für DAPI und
FITC/DTAF ausgestattet.
DAPI: UV-H 365 Nr. 487901 BP365/12 FT 395 LP 397
FITC/DTAF: H395-440 Nr. 487909 BP 450-490 FT 510 LP 520
Für die Aufnahmen mit der Kamera (M35W/MC63A, Zeiss) wurde das 10x- bzw. 40x-
Objektiv und ein empfindlicher Farb-Diafilm (Ektachrome Elite II 400, Kodak) verwendet.
4.5 HCII-Nachweis auf Heparin-Sepharose-Partikeln (DASS-Methode)
Um definierte Bedingungen für die Immunfluoreszenz zu gewährleisten, kann der nachzuwei-
sende Ligand kovalent an inerte Träger-Matrix-Partikel gekoppelt werden, wobei u. a. Agaro-
Mowiol-Lösung
- 12 g Mowiol (Hoechst)
- 30 g Glycerin zugeben
- 30 ml Milli-Q zugeben
- 2 h rühren
- 12 ml 2 M Tris-HCl, pH 8,5 zugeben
- 10 min bei 56 °C rühren
- 20 min bei 5000 x g zentrifugieren
- Aliquots bei –20 °C lagern
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se- bzw. Sepharose-Partikel zum Einsatz kommen. Dies wird als DASS-(defined antigenic
substrate spheres)-Methode bezeichnet (Van Dalen et al. 1973, Capel 1975). Der Ligand für
HCII sollte ein GAG sein. Da HCII an Heparin fester als z.B. an Dermatansulfat bindet, eig-
nete sich die kommerziell erhältliche Heparin-Sepharose CL-6B (Pharmacia) für diesen
Zweck, so daß eine gut charakterisierte Matrix (s. Tab. 7, Abschnitt II.3.1.2) zur Verfügung
stand. Mit dieser Methode wurden die Bedingungen für die Immunfluoreszenz etabliert sowie
die NaCl-Abhängigkeit der Heparin-HCII-Bindung (mit FITC-HCII) und die Spezifität der
Bindung durch Heparinkompetition in situ untersucht.
DASS-Methode mit Heparin-Sepharose CL-6B
Lösungen
PB: 20 mM Na-Phosphatpuffer (PB-Puffer), pH 7,4
Primärantikörper: 188/2/1, monoklonal aus gefälltem Maus-Ascites (Hoechst)
Sekundärantikörper: DTAF-konjugierter Ziege-anti-Maus-IgG(H+L) (115-015-062,
Dianova/Jackson Immuno Research) in 1,2 ml Milli-Q.
Durchführung
Die Versuche erfolgten mit jeweils 30 µl Heparin-Sepharose CL-6B in 1,5 ml Polypropylen-
Reaktionsgefäßen bei RT. Zum Wechseln der Lösungen wurden die Heparin-Sepharose-Partikel
durch kurzes Zentrifugieren (200 x g, 30 sec) sedimentiert und anschließend der Überstand abpi-
pettiert.
HCII-Nachweis mittels Immunfluoreszenz in NaCl-freiem Puffer
- Heparin-Sepharose-Partikel 4 x 5 min waschen mit PB
- 200 µl HCII (570 µg/ml in PB) zugeben, 3 min inkubieren
- 4 x 5 min waschen mit PB
- 300 µl Primärantikörper (36 µg/ml in PB) zugeben, 30 min bei 37 °C inkubieren
- 4 x 5 min waschen mit PB
- 300 µl Sekundärantikörper (1:50 in PB) zugeben, 30 min bei 37 °C inkubieren
- 4 x 5 min waschen mit PB
- Probe auf Objekträger geben, trocknen, mit Mowiol einbetten
Nachweis von FITC-HCII bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen
- Heparin-Sepharose-Partikel 4 x 5 min waschen mit PB
- je 100 µl HCII (50 µg/ml in PB) zugeben, 30 min bei RT im Dunkeln inkubieren
- 5 x 5 min waschen mit PB mit jeweils 0 0,05, 0,10, 0,15 M NaCl
- Probe auf Objekträger geben, trocknen, mit Mowiol einbetten
Nachweis der Spezifität der Heparin-Bindung von FITC-HCII mittels Heparin-Kompetition
- Heparin-Sepharose-Partikel 4 x 5min waschen mit PB
- 100 µl FITC-HCII (100 µg/ml in PB) zugeben, 30 min bei RT im Dunkeln inku-
bieren
- 1 x waschen mit PB
- 1ml 0, 0,1, 1,0 mg/ml Heparin (H3393, Sigma) in PB zugeben, 30 min bei RT
inkubieren
- 1 x waschen mit PB
- Probe auf Objekträger geben, trocknen, mit Mowiol einbetten
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4.6 HCII-Nachweis auf extrazellulärer Matrix
Nach der Anzucht der Zellen auf Zellkultur-Objektträgern wurde die extrazelluläre Matrix
(ECM) von Rinderaorta-Endothelzellen (BAEC), Lungenfibroblasten und Lungenepithelzel-
len freigelegt, um sie für die Fluoreszenz-Bindungsversuche zugänglich zu machen.
4.6.1 Zellkultur in chamber-slides
Für die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden die Zellen auf speziellen Objekträgern mit 4 oder 8
aufgesetzten und entfernbaren Kulturkammern kultiviert. Diese Kunststoff-chamber-slides
(Permanox, Nunc) haben eine für die Zellkultur modifizierte Oberfläche und besitzen eine
geringe Eigenfluoreszenz. Für BAEC-Zellen erfolgte die Beschichtung der Oberfläche zur
besseren Anhaftung mit Fibronectin. Zur Einsaat wurden die Zellen trypsinisiert und 1:3 mit
frischem Medium verdünnt (s. Abschnitt II.1.5) in die Kammern gegeben.
4.6.2 Präparation von extrazellulärer Matrix
Die Freilegung der extrazellulären Matrix (ECM) baute auf der Methode von Vlodavsky et al.
(1980) auf. Durch das nichtionische Detergenz Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxy-
ethanol) werden alle Membrankomponenten der Zelle solubilisiert und durch nachfolgende
Waschschritte entfernt. Zurück bleiben außer der ECM auch viele Zellkerne und damit ver-
bundene Cytoskelett-Reste (Gospodarowicz et al. 1980). Durch Inkubation mit 20 – 25 mM
NH4OH lassen sich restliche Zellkerne und Cytoskelett-Bestandteile entfernen (Fridman et al.
1985). Zur ECM-Präparation aus Endothelzellen (Bar-Shavit et al. 1989) und glatten Muskel-
zellen (Shirk et al. 1996) wurden die Zellen mit einer 0,5 % Triton X-100/20 mM
NH4OH/PBS-Lösung inkubiert (s. auch Abschn. II.4.6.3 und II.4.6.4).
Einschränkend muß gesagt werden, daß sich durch den Einsatz dieser relativ aggressiven Re-
agenzien das auf der Kulturplatte zurückbleibende ECM-Material präparationsbedingt verän-
dern kann und somit nicht mehr im nativen Zustand vorliegt. ECM-Bestandteile könnten mit
weggewaschen werden oder auch aufgrund des hohen pH-Wertes der 0,5 % Triton X-100/20
mM NH4OH-PBS-Lösung denaturiert vorliegen. Daher muß betont werden, daß sich die un-
Beschichtung von chamber-slides mit Fibronectin (FN)
Stammlösung: 1 mg Fibronectin (aus Rinderplasma, 33010-018, Gibco/Life Technologies) in
1 ml sterilem Milli-Q rekonstituieren, ergibt 1 mg/ml FN in 20 mM Phosphatpuf-
fer; pH 6,5 mit Zironensäure eingestellt. In Polypropylengefäße aliquotieren und
bei –20 °C lagern.
Beschichtungslösung: 25 µg/ml FN (40x Verdünnung der Stammlösung in PBS)
Beschichtung: Kulturgefäßoberfläche mit Beschichtungslösung vollständig benetzen. Bei geöff-
netem Gefäß in Sterilwerkbank ü. N. eintrocknen lassen. Danach 1 x mit PBS wa-
schen.
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tersuchte ECM letztlich durch die Präparationsmethode definiert, da sich in Abhängigkeit von
dieser unterschiedliche Resultate erzeugen lassen (Burgess et al. 1998).
DNase I wurde zusätzlich eingesetzt, um DNA-Reste von den ECM-Präparaten zu entfernen.
4.6.3 Immunfluoreszenz-Nachweis von HCII∆51-76
Zum immunologischen Nachweis von HCII∆51-76 auf der ECM wurde die indirekte Methode
mit Primär- und Sekundärantikörpern verwendet. Die Anzucht der Zellen erfolgte auf speziel-
len Objekträgern (chamber slides) wie in Abschnitt II.4.6.1 und die ECM-Präparation wie in
Abschnitt II.4.6.2 beschrieben. Die ECM wurde in Gegenwart unterschiedlicher Dermatansul-
fatkonzentrationen mit HCII inkubiert, um die Spezifität der Bindung nachzuweisen.
ECM-Präparation, Triton X-100 mit/ohne NH4OH
- Zellen in 8er-chamber-slide 2 x mit PBS waschen
- inkubieren mit 300 µl 0,5 % Triton X-100 in PBS, 30 min bei RT
- 4 x mit PBS waschen
- optional: inkubieren mit 300 µl 20 mM NH4OH in PBS, pH ca. 10, 3 min RT
- 2 x mit PBS waschen
ECM-Präparation mit DNase I
DNase-Puffer: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl2, 10 mM MnCl2, 50 µg/ml BSA
DNase I 1 mg/ml (0649, Amresco)
- Zellen 8er-chamber-slide 2 x mit PBS waschen
- inkubieren mit 0,5 ml/cm2 0,5 % Triton X-100 in PBS, 15 min RT
- 1 x waschen mit 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
- 2 x waschen mit DNase-Puffer
- inkubieren mit 150 µl/cm2 DNase I (0,1 mg/ml in DNase-Puffer), 1 h 37 °C
- 3 x waschen mit 50 mM Tris-HCl pH 7,5
- DAPI-Färbung (s. Abschn. II.4.2), 15 min 37 °C
- 2 x mit 50 mM Tris-HCl pH 7,5 waschen
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4.6.4 In-situ-Nachweis von FITC-HCII auf extrazellulärer Matrix
Das Bindungsverhalten von FITC-HCII an die extrazelluläre Matrix (ECM) wurde bei gerin-
ger Ionenstärke in 20 mM Na-Phosphat-Puffer ohne NaCl-Zusatz (PB) durchgeführt, da in
Vorversuchen keine Bindung bei physiologischer Ionenstärke in PBS nachzuweisen war. Die
ECM-Präparation ist in Abschnitt II.4.6.2 näher beschrieben.
Immunfluoreszenz
Primärantikörper: 188/2/1, monoklonal aus gefälltem Maus-Ascites (Hoechst)
Sekundärantikörper: Dichlorotriazinylamino-Fluorescein-(DTAF)-konjugierter
Ziege-anti-Maus-IgG(H+L) (115-015-062, Dianova/Jackson
Immuno Research) rekonstituiert in 1,2 ml Milli-Q,
Lagerung der Aliquots (50 µl) bei – 20 °C.
Präparat: BAEC, konfluent in 4er-chamber-slide
Durchführung
- 2 x mit PBS waschen
- 0,5 % Triton X-100, 20 mM NH4OH in PBS, 5 min bei RT
inkubieren
- 4 x mit PBS waschen
- 200 µl HCII∆51-76 (90 µg/ml) mit 0, 0,1 bzw. 1 mg/ml DS in
PBS für 30 min bei RT inkubieren
- 4 x mit PBS waschen
- 300 µl Primärantikörper (36 µg/ml) in PBS, 3 % BSA, 30 min
bei RT inkubieren
- 4 x mit PBS waschen
- 300 µl Sekundärantikörper (1:50 in PBS, 3 % BSA), 30 min
bei RT inkubieren
- 4 x mit PBS waschen
- trocknen, in Mowiol einbetten
- mikroskopieren (s. Abschnitt II.4.4)
Fluoreszenznachweis von FITC-HCII auf ECM
Präparat: IMR-90-Zellen (13. Passage, konfluent) auf 8er Chamber Slide
Puffer: PBS
PB 20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,4
Durchführung
- Zellen in 8er-chamber-slide 2 x mit PBS waschen
- 0,5 % Triton X100 in PBS, 15 min RT
- 20 mM NH4OH in PBS, 2 min RT
- 2 x mit PBS waschen
- 2 x mit PB waschen
- 100 µl FITC-HCII (150 µg/ml), 30 min bei RT inkubieren
- 2 x mit PB waschen
- 300 µl DAPI-Lösung (s. Abschn. II.1.6),
15 min RT
- 2 x mit PB waschen





Zur Vermeidung von Nährstofflimitierungen ist eine ausreichende Aminosäureversorgung der
Zellkultur eine wesentliche Voraussetzung (Eagle 1959). Für die CHOHCII-Kultivierung wur-
den die Aminosäurekonzentrationen im Kulturüberstand mit Hilfe der Umkehrphasen-HPLC
nach der OPA-Methode (Büntemeyer et al. 1991, Büntemeyer 2000) bestimmt. Die Proben-
vorbereitung erfolgte durch Versetzen von 100 µl zellfreiem Kulturüberstand mit 100 µl 5 %
Perchlorsäure (Proteinfällungsreagenz) und anschließender Zentrifugation (5 min, 2000 x g).
100 µl des Überstandes wurden dann mit 200 µl 0,4 M Na-Boratpuffer (pH 10,4) alkalisiert
und 20 µl davon in ein Probengefäß für die automatische Analyse gegeben. Dort erfolgte die
Vorsäulenderivatisierung der Aminosäuren in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol mit ortho-
Phtaldialdehyd (OPA) in zyklische fluoreszenzfähige Isoindolderivate. Für die Trennung kam
eine automatische HPLC-Anlage (D 450-Mt2, Kontron) mit einer Umkehrphasen-
Chromatographiesäule (Ultrasphere ODS, C18, 5 µm Partikelgröße, Beckmann) und einem
binären Puffersystem zum Einsatz. Zur Quantifizierung wurden die Peak-Flächen des Fluo-
reszenzdetektor-Signals (SFM25, Kontron) integriert (Software Kroma 2000, Kontron).
5.1.2 Enzymatische Bestimmung von Glucose und Lactat
Die Glucose- und Lactatkonzentrationen im Kulturüberstand wurden vollautomatisch und
gleichzeitig von dem Analysengerät YSI 2700 (Yellow Springs Instruments) bestimmt. Das
Meßprinzip beruht auf einer Enzymreaktion, deren Produkt (H2O2) an einer Platin-Elektrode
oxidiert wird:
Glucoseoxidase
β-D-Glucose + O2 Glucono-δ-lacton + H2O2
Lactatoxidase
L-Lactat + O2 Pyruvat + H2O2
Zur Messung wird ein Probenvolumen von 25 µl eingezogen und in eine gerührte Meßkam-
mer überführt, in der sich zwei Meßsonden befinden. Jede Sonde besteht aus drei Membra-
nen. Das Substrat diffundiert zunächst durch eine Polykarbonatmembran und trifft dann auf
die Membran mit der immobilisierten Peroxidase. Die dritte Membran aus Celluloseacetat
kann nur von niedermolekularen Substanzen wie H2O2 passiert werden, welches dann an der
Platinanode oxidiert wird. Der entstehende Signalstrom ist der jeweiligen Glucose- bzw. Lac-
tatkonzentration proportional. Die Eichung erfolgt mit Hilfe von Standardlösungen (Yellow
Springs Instruments).
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5.2 Quantifizierung von HCII
5.2.1 ELISA
Mit Hilfe des Sandwich-ELISA läßt sich auch aus stark verunreinigten Proben das gesuchte
Antigen mit hoher Empfindlichkeit quantitativ bestimmen. Das Antigen wird zunächst durch
einen immobilisierten Fangantikörper ähnlich einer Affinitätschromatographie angereichert
und durch einen zweiten, enzymkonjugierten Detektionsantikörper (Ngo 1988) nachgewiesen
(Abb. 21)
Die Kunststoffmatrix einer Mikrotiterplatte wird mit dem Fangantikörper beschichtet, der
gegen das Zielprotein HCII gerichtet ist. An diesen Antikörper adheriert das HCII der Probe.
Zum Nachweis des HCII wird ein zweiter Antikörper eingesetzt, der wiederum spezifisch an
das HCII bindet. Dieser zweite Antikörper ist mit einem Enzym gekoppelt, das eine Farbreak-
tion ermöglicht. Bei dieser Nachweisreaktion wird durch Meerrettich-Peroxidase (HRP, horse
radish peroxidase) das farblose Substrat TMB (Tetramethylbenzidin) zu einem gelben Diphe-
nochinon-Farbstoff oxidiert (Abb. 22). Der Test basiert auf einer bei der Hoechst AG entwi-
ckelten Vorschrift (Hölper 1991) und wird in einer Mikrotiterplatte (Maxisorb F96, Nunc)
durchgeführt. Die Messung geschieht in einem automatischen Microplate-Reader (ELx808,
Bio-Tek Instruments), der von einem PC mit entsprechender Software (MikroWin V 3.15,
Mikrotek Laborsysteme) gesteuert wird. Die Extinktions-Messung erfolgt als Endpunktbe-
stimmung bei einer Wellenlänge von 405 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 630 nm.
Als Standard dient Standard-Human-Plasma (ORKL 12, Behring) das 90 µg/ml HCII enthält
(Tollefsen et al. 1982).
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Abb. 22: Farbreaktion von Tetramethylbenzidin (TMB)
HCII-ELISA
Fangantikörper: 188/2/1, monoklonaler IgG 2b aus gefälltem Maus-Ascites,
1,8 mg/ml in PBS, 100 µl Aliquots, -80 °C (Hoechst)
Detektionsantikörper: 92/2/12, monoklonaler Antikörper IgG1 mit Peroxidase markiert,
1 mg/ml in 50 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7,4, -80 °C, (Hoechst)
Lösungen: PBS-Puffer für 1 l
+ NaCl (137 mM) 8,00 g
+ KCl (2,7 mM) 0,20 g
+ Na2HPO4 x 7 H2O (5,4 mM) 1,44 g
+ KH2PO4 (1,8 mM) 0,24 g
- pH 7,4 einstellen
MSTB-Puffer für 0,1 l
+ 0,2% (v/v) Triton X-100 0,20 g
+ 0,1 M MOPS 2,09 g
+ 0,2% (w/v) SDS 0,20 g
+ 2,5% (w/v) BSA 2,50 g
- pH 7,4 mit 1 N NaOH einstellen
Waschpuffer
- 10 mM NaH2PO4
- 75 mM NaCl
- 0,05 % (v/v) Tween 20
- pH 7,4
TMB-Chromogen-Lösung: TMB Microwell Peroxidase System (Kirke-
gaard & Perry, Dunn)
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5.2.2 BCA
Zur quantitativen Proteinbestimmung der gereinigten HCII-Fraktionen kam neben der A280-
Methode (s. u.) der BCA-Test (Smith et al. 1985) zum Einsatz. Der BCA-Test macht sich wie
der Lowry-Test die Reduktion von Cu2+ zu Cu+ im alkalischen Milieu bei Anwesenheit von
Proteinen zunutze. Cu+ bildet dann mit der Bicinchoninsäure (BCA) einen farbigen Komplex
mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Der Test wurde mit einem BSA-Standard nach
dem Standard-Protokoll (Instructions, Pierce 1993) des BCA-Assay (Pierce) auf einer Mikro-
titerplatte durchgeführt.
5.2.3 Absorptionsmessung bei 280 nm
Proteine besitzen 2 Absorptionsmaxima im UV-Bereich. Bei einer Wellenlänge um 205 nm
absorbieren die Peptidbindungen. Bei 280 nm absorbieren die aromatischen Aminosäuren
Tryptophan und Tyrosin sowie, deutlich schwächer, Phenylalanin (Stoscheck 1990). Auf-
grund der starken Abhängigkeit der UV280-Absorption von der Aminosäurezusammensetzung
eines Proteins muß für jedes Protein der Absorptionskoeffizient aus der Aminosäuresequenz
HCII-ELISA (Fortsetzung)
Durchführung
(auf Mikrotiterplatte (Maxisorp F96, Nunc))
- Beschichtung: 100 µl Fangantikörper (1:100 verdünnt in PBS), ü. N. bei 4 °C oder 30
min bei 37 °C inkubieren.
- Blockieren: 200 µl BSA-Lösung (0,2 g in 20 ml Waschpuffer), 30 min 37 °C
- Waschen: 3 x mit 200 µl Waschpuffer
- Standard und Proben auftragen
Standard-Verdünnungsreihe: 3, 1, 0,33, 0,11, 0,037 und 0,012 µg/ml.
- Standard-Human-Plasma 1: 10 mit MSTB verdünnen:
- 890 µl MSTB-Puffer
+ 10 µl Heparin, 2500 IE/ml (H-3393, Sigma)
+ 100 µl Standardplasma (ORKL 12, Behring)
- 1:10 Verdünnung 6 mal jeweils 1:3 mit MSTB-Puffer
weiter verdünnen
Probenvorbereitung: Die Probenverdünnung geschieht mit MSTB-Puffer, dem Hepa-
rin ad 25 IE/ml (Endkonzentration) zugesetzt wird.
Auftragen: je 100 µl Probe, Standard oder Blank (MSTB-Puffer)
Proben auf der Mikrotiterplatte 1:2 mit 12-Kanal-Pipette ver-
dünnen
Inkubieren: 90 min, 37 °C
- Waschen: s.o.
- Detektionsantikörper: 100 µl Detektionsantikörper (1:1000 verdünnt in PBS mit 10 % FCS), 90
min inkubieren bei 37 °C
- Waschen: s.o.
- Substrat: 100 µl TMB-Chromogen-Lösung, 30-45 min inkubieren bei RT
- Stoppen: 150 µl Stoplösung (0,5 N H2SO4)
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berechnet oder experimentell ermittelt werden. Der Absorptionskoeffizient für HCII (0,593
ml mg-1cm-1) wurde von Church et al. (1987) bestimmt. Damit ergibt sich die HCII-
Konzentration einer reinen Lösung aus der Extinktion bei 280 nm (A280) und bei 1 cm
Schichtdicke wie folgt:
HCII [mg/ml] = A280 / 0,593 ml mg-1cm-1 / 1 cm
Zur Extinktionsmessung wurden Halbmikro-Quarzküvetten (Hellma) und ein Zweistrahlpho-
tometer (Shimadzu 1602 PC) verwendet.
5.3 Biologische Aktivität von HCII
5.3.1 Kinetik der Thrombinhemmung durch HCII
Die irreversible Inhibition von Thrombin (T) durch HCII entspricht einer Reaktion zweiter
Ordnung,
T + HCII → THCII
und läßt sich durch das Geschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung beschreiben:
-d[T]/dt = k2 [T][HCII] (7)
Bei einem großen Überschuß eines Reaktanden (z. B. HCII) vereinfacht sich dies zu einem
Geschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung, da die Konzentration von HCII als konstant
angenommen werden kann:
-d [T]/dt = k [HCII]konst.[T] (8)
bzw. in integrierter Form: k’t = ln ([T]0/[T]t) (9)
mit k2 = k’/[HCII]konst. (10)
Bei einer Auftragung von ln([T]0/[T]t) gegen t ergibt die Steigung k’. Die Geschwindigkeits-
konstante zweiter Ordnung k2 berechnet sich dann aus dem Quotienten von k’ und der einge-
setzten HCII-Konzentration.
Die Durchführung des Thrombininhibitionstests beruht auf der Beschreibung von Derechin
und Blinder (Derechin et al. 1990, Blinder & Tollefsen 1990). In Gegenwart von Dermatan-
sulfat wird HCII in einen aktiveren Thrombin-Inhibitor überführ
HCIIProbe + ThrombinÜberschuß
Dermatansulfat
 → [HCII-Thrombin] + ThrombinRest
Das nicht inhibierte ThrombinRest spaltet das synthetische Substrat Chromozym-TH, dessen
Spaltprodukt (4-Nitranilin) photometrisch bei λ = 405 nm quantifiziert wird.
Tos-Gly-Pro-Arg-4-NA
Thrombin
 → Tos-Gly-Pro-Arg + 4-Nitranilin
(Chromozym-TH)
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Der für die Messungen eingesetzte TS-PEG-Komplexierungspuffer enthielt PEG, um Adsorp-
tionseffekte an den Gefäßwänden zu verringern. Die Reaktion erfolgte in Kunststoffgefäßen.
Kontakt mit Glas wurde vermieden, da Thrombin an Glasoberflächen adheriert. Die Komple-
xierungsreaktion wurde durch die Substratzugabe (Chromozym TH) kompetitiv gehemmt und
dadurch gestoppt. Die Reaktionsgeschwindigkeit, gemessen als Absorptionsänderung pro
Zeiteinheit (∆A/min), war proportional zur Thrombinkonzentration.
Thrombin-Hemmtest
Reagenzien humanes Plasma-Thrombin, 2980 NIH units/mg, (T-6759, Sigma)
humanes Plasma-HCII (250 nM)
Chromozym TH (206849, Boehringer Mannheim)
Dermatansulfat (C-3788, Sigma)
PEG 8000 (Sigma)
Lösungen TS/PEG: 0,02 M Tris-HCl, 0,15 M NaCl, 1 g/l PEG 8000, pH 7,4
Substrat: 200 µM Chromozym TH (Mr 662,62) in TS/PEG,
Aliquots (10 ml) bei -20 °C lagern
Thrombin: 2 U/ml (18,34 nM) in TS/PEG
Dermatansulfat: 1 bzw. 0,1 mg/ml in TS/PEG
photometrische Messung der Thrombinreaktion
kinetisch (∆A/min) bei 405 nm im Zweistrahlphotometer (Typ 1602 PC,
Software UV1620 V.3.5, Shimadzu) gegen H20 im Referenzstrahlengang.
Effekt der Dermatansulfatkonzentration auf die Thrombinhemmung durch HCII
- Durchführung bei 25 °C im Eppendorf-Thermostat
- Pipettierschema:
+ 10 µl DS-Lösung (0 - 1 mg/ml) in Küvette vorlegen
+ 40 µl HCII (250 nM), gut mischen
+ 50 µl Thrombin (18,34 nM), gut mischen
- exakt 1 min inkubieren
+ 500 µl Substrat-Lösung, gut mischen, ∆A/min bestimmen
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k
- Durchführung bei 25 °C im Eppendorf-Thermostat
- Pipettierschema:
ohne Dermatansulfat
- 100 µl TS/PEG
+ 400 µl HCII (250 nM)
+ 500 µl Thrombin (18,34 nM)
- vortexen, bei 25 °C inkubieren, Uhr starten
- 2 h alle 15 min je 100 µl in Küvette überführen, 500 µl Chromozym-TH
zugeben und ∆A/min bestimmen.
mit 10 bzw. 100 µg/ml Dermatansulfat
- 40 µl HCII (250 nM) in Küvette vorlegen
+ 50 µl Thrombin (18,34 nM), gut mischen
+ 10 µl DS-Lösung (0,1 bzw.1 mg/ml) in Halbmikroküvette (Start der Re-
aktion), kurz mischen
- sofort 500 µl Substrat-Lösung zugeben
- Die Reaktionszeit liegt im Sekundenbereich und sollte von zweiter Per-
son mit einer Stoppuhr möglichst exakt gemessen werden.
- ∆A/min bestimmen
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5.3.2 Komplexierung von HCII und Antithrombin mit Thrombin
HCII bildet ebenso wie Antithrombin (AT) mit Thrombin SDS-stabile, kovalente 1:1-
Komplexe (Tollefsen & Blank 1981). Die Komplexbildung erfolgt in Gegenwart von GAGs
erheblich schneller (s.Abschn. I.3.4), läuft jedoch auch ohne sie ab. Für die Tests auf biologi-
sche Aktivität von HCII aus Plasma, CHO- und HepG2-Zellen wurde HCII mit Thrombin in
Gegenwart von Dermatansulfat inkubiert und der Komplexierungsansatz mittels Western-Blot
untersucht.
Für die Fraktionierung von HCII/Thrombin bzw. AT/Thrombin an Heparin-Sepharose (siehe
Abschnitt III.3) erfolgte die Komplexbildung ohne GAG-Beteiligung, da nicht immobilisier-
tes Heparin (oder Dermatansulfat) mit dem Säulenmaterial um die GAG-Bindungsstellen der
Proteine konkurrieren würde. Unkomplexiertes Thrombin wurde vor dem Auftragen auf die
Heparin-Sepharose-Säule mit PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) irreversibel inhibiert, um
eine GAG-katalysierte weitere Komplexbildung durch das Säulenmaterial auszuschließen.
Die Komplexierungsansätze enthielten jeweils equimolare Mengen von Thrombin und Serpin
und hatten jeweils ein Volumen von ca. 200 µl. Bei einem molaren Überschuß von Thrombin
war eine größere elektrophoretische Mobilität von Inhibitor und Komplex zu beobachten −
vermutlich wegen der Proteasetätigkeit des nicht inhibierten aktiven Thrombins. Die
Komplexierungsansätze wurden für die Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie mittels
Dialyse (MWCO 12-14 kD, Medicell) gegen 0,05 M Tris-HCl, pH 7,4 (1 h, 4 °C) entsalzt.
Zur Konzentrationsbestimmung des biologisch aktiven HCII aus Plasma und CHO-
Kulturüberständen (s. Abschnitt III.1.2.4) wurden 40 µl Probe (Kulturüberstand), 50 µl
Thrombin (in TS-PEG, 20 mM Tris-HCl, 0,15 M NaCl, 1 g/l PEG, pH 7,4) und 10 µl Derma-
tansulfat (in TS-PEG) gemischt und 1 min inkubiert. In diesem Ansatz betrug die Endkon-
zentration von Thrombin 9,17 nM und von Dermatansulfat 100 µg/ml. Nach Zugabe von
500 µl Chromozym TH (200 µM in TS-PEG) wurde die Rest-Thrombinaktivität photomet-
risch als Absorptionsänderung (∆AR/min) bestimmt (s. Abschn. II.5.3.1). Unter der Annahme,
Thrombin-Hemmtest (Fortsetzung)
Für den Quotienten [T]0/[T]t brauchen die Thrombinkonzentrationen [T]0 und [T]t nicht berechnet
zu werden. Da ∆A/min proportional zur Thrombinkonzentration [T]0 bzw. [T]t ist, wird statt des-
sen der Quotient der entsprechenden ∆A/min-Werte gebildet.
Thrombinhemmtest von Kulturüberständen
- Durchführung bei 25 °C im Eppendorf-Thermostat
- Pipettierschema:
+ 10 µl DS-Lösung (1 mg/ml) in Halbmikroküvette vorlegen
+ 40 µl Kulturüberstand (evtl. in TS-PEG vorverdünnt)
+ 50 µl Thrombin-Lösung (18,34 nM), gut mischen
- 1 min inkubieren
- 500 µl Substrat-Lösung zugeben, ∆A/min bestimmen
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daß das eingesetzte Thrombin zu 100 % aktiv ist, ergibt sich die Konzentration des aktiven
HCII wie folgt:
(∆A0/min - ∆AR/min) / ∆A0/min x 9,17 nM
Die Basis-Aktivität des ungehemmten Thrombins (∆A0/min) wurde ohne Zusatz von Inhibitor
ermittelt.
5.4 SDS-PAGE
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt Proteine
nach ihrer Größe. Die Polypeptidketten werden dazu mit dem anionischen Detergenz SDS
entfaltet und bilden ellipsoide Mischmicellen mit negativer Ladung, die im elektrischen Feld
zur Anode wandern. Die SDS-Beladung der Polypeptidketten erfolgt in einem konstanten
Massenverhältnis von 1,4 g SDS pro g Protein. Die Trennung geschieht nach ihrem Stokes-
Radius durch einen Molekularsiebeffekt im porösen Gel (Lottspeich & Zorbas 1998). Man
erhält eine umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus der Molmasse
und der relativen Wanderungsstrecke im Gel. Disulfidbrücken müssen zusätzlich durch Re-
duktionsmittel wie 2-Mercaptoethanol gespalten werden. Um schärfere Banden zu erzielen
und um Ausfällungen beim Eintritt der Proteine ins Trenngel zu vermeiden, benutzt man dis-
kontinuierliche Gele mit einem grobporigen Sammelgel und feinporigen Trenngel. Zusätzlich
sollte das Sammelgel einen niedrigeren pH-Wert (6,8) als das Tenngel (8,8) aufweisen, wenn
das Tris/Glycin-Puffersystem verwendet wird (Laemmli 1970). Dies erlaubt eine Trennung
und Fokussierung der Proteine im Sammelgel nach dem Prinzip der Isotachophorese.
Die Probenvorbereitung geschah durch 1:2-Verdünnung in reduzierendem Probenpuffer und
Denaturierung für 4 min bei 95 °C. Der LMW-Marker wurde im gleichen Probenpuffer re-
konstituiert und denaturiert. Die Trennung erfolgte in 1 mm starken 10%igen Tris/Glycin-
Fertiggelen (Novex) nach Herstellervorschrift (Novex 1997) in der entsprechenden E-
lektrophoresekammer (Xcell II Mini-Cell, Novex) für 90 min bei einer konstanten Spannung
von 150 V (Netzgerät PS 3002, Gibco).
T-HCII-Komplexierung mit Dermatansulfat: Thrombin (T6759, Sigma) und HCII (je 40 nM) in TBS (20
mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,4) mit 100 µg/ml Derma-
tansulfat (C-3788, Sigma) 10 min bei RT inkubieren. Reakti-
onsvolumen 200 µl.
T-HCII-Komplexierung ohne GAGs: Je 0,6 µM Thrombin (T6759, Sigma) und HCII in 270 µl TSP
(20 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 1 g/l PEG, pH 7,4) für 2 h
bei 37 °C inkubieren. Danach restliches Thrombin mit 2 mM
PMSF (Endkonzentration) inhibieren.
T-AT-Komplexierung ohne GAGs: Je 1,2 µM Thrombin (T1063, Sigma) und AT (602434, Boeh-
ringer Mannheim) in 250 µl 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl,
pH 7,4 für 10 min bei 37 °C inkubieren. Danach restliches
Thrombin mit 2 mM PMSF inhibieren.
- Angegeben sind jeweils die Endkonzentrationen -
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Die SDS-PAGE in Abb. 25 (Abschn. III.1.1) wurde mit einem 10%igen Gel in der Pro-
tean II xi Elektrophoresekammer (Biorad) nach Herstellervorschrift durchgeführt.
5.4.1 Coomassie-Blau-Färbung
Die Färbung der Gele erfolgte mit Coomassie-Blau nach der SensiQuant-Methode (Bülles et
al. 1990) für 20 min bei 50 °C im Schüttler-Wasserbad. Das Entfärben erfolgte anschließend
bei 50 °C mit mehrmaligem Entfärberwechsel für 1-2 h. Vor dem Trocknen wurde das Gel
zunächst in 10 % Essigsäure, 10 % Glycerin equilibriert und danach zwischen zwei Lagen
Einmachfolie (Dr. Oetker) mit einem Geltrockner (Modell 583, BioRad) für 45 min bei 75 °C
unter Vakuum getrocknet.
5.4.2 Gel-Auswertung
Für die Bestimmung der apparenten Molekularmassen und der isoelektrischen Punkte (2D-
Gele) anhand der Markerproteine sowie für die densitometrische Auswertung wurde eine A-
SDS-PAGE
Markerproteine Low molecular weight marker (LMW, Pharmacia):
Phosphorylase b (94 kD), Albumin (67 kD), Ovalbumin (43 kD), Carboanhydra-
se (30 kD), Trypsin Inhibitor (20,1 kD), α-Lactalbumin (14,4 kD)




pH-Wert nicht einstellen, 1 x Laufpuffer pH ca. 8,3
reduzierender, zweifach konzentrierter Probenpuffer:
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 4,0 ml
0,1 % Bromphenol-Blau 0,5 ml
Glycerin 2,0 ml
2-Mercaptoethanol 0,5 ml
auf 10 ml mit Milli-Q auffüllen, 2 ml Aliquots bei -20 °C lagern
Coomassie-Blau-Färbung




Entfärber: 200 ml Isopropanol
100 ml Essigsäure
700 ml Milli-Q
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nalyse-Software (Wincam V2.2, Cybertec) verwendet. Die dafür benötigten Bild-Dateien
(TIF-Format) wurden mit einem Flachbett-Scanner (Scanjet 4c, Hewlett-Packard) erzeugt.
Dessen Software stellte eine Helligkeits- und Kontrast-Automatik zu Verfügung, die eine vor-
lagengetreue Abbildung für die Dokumentation gewährleistete.
5.5 Western-Blot
Mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens wird das Bandenmuster elektrophoretisch aufgetrenn-
ter Proteine von dem Trenngel auf eine inerte Filter-Membran übertragen und − im Fall des
Immuno-Blots − mittels Antikörper spezifisch angefärbt. Der Protein-Transfer kann durch
Konvektion, Diffusion oder im elektrischen Feld erreicht werden. Beim Elektroblot wandern
die durch SDS negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld aus dem Gel heraus in Rich-
tung Anode und adherieren an der Blotmembran (Towbin et al. 1979).
5.5.1 Elektrotransfer
Der Transfer im elektrischen Feld von Mini-Gelen (Novex) wurde mit dem Semi-Wet-Blot-
Modul (Novex) durchgeführt, während der Blot der ca. 15 x 20 cm großen Gele der 2D-
Elektrophorese (siehe Abschnitt II.5.6) mit einer Tank-Elektroblot-Vorrichtung (BioRad) er-
folgte.
Blot der Mini-Gele (ca. 7 x 8 cm)
Das Gel wurde zusammen mit der in Transferpuffer äquilibrierten Blotmembran (PVDF Hy-
bond, Amersham) luftblasenfrei zwischen zwei Blotpapieren (GB004, Schleicher & Schüll)
und je zwei Lagen Fasermatten in die Transferkammer (Xcell II Blot Module, Novex) einge-
setzt, die dann mit Transferpuffer befüllt wurde (Novex-Instructions 1998).
Bei einer konstanten Spannung von 25 V (Netzgerät 200/2.0, BioRad) und RT betrug die
Transferzeit für HCII 90 min.
Blot der 2D-Gele (ca. 15 x 20 cm)
Das auf 15 x 20 cm gestutzte Gel wurde mit der in Transferpuffer äquilibrierten Membran
(PVDF Hybond, Amersham) nach Hersteller-Vorschrift (Instruction Manual, BioRad) zwi-
schen 2 Blotpapieren (GB002, Schleicher & Schüll) und zwei Fasermatten im Gelhalter fixiert
und in den mit 4 °C kaltem Towbin-Transfer-Puffer gefüllten Blot-Tank gegeben. Die Kühl-
schlange des Blot-Tanks war mit einem Kühlthermostaten (Typ F10, Julabo) verbunden. Ein
Magnetrührer erlaubte mittels Magnetrührkern eine Umwälzung des Transferpuffers im Blot-
Transferpuffer (Novex)
Tris-Base (12 mM), Glycin (96 mM), Methanol (20%), pH ca. 8,3
pH nicht einstellen
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Tank. Bei 4 °C betrug die Transferzeit zunächst 24 h bei 15 V konstanter Spannung und an-
schließend 1 h bei 50 V konstanter Spannung.
5.5.2 Immundetektion von geblotteten Proteinen
Zur Identifizierung eines Proteins in dem geblotteten Bandenmuster wird das gesuchte Protein
durch spezifisches Binden eines markierten Liganden (z.B. Antikörper) erkannt. Die Position
kann dann mittels eines Enzyms sichtbar gemacht werden, das einen Farbstoff freisetzt oder
wie beim ECL-System eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert (Abb. 23).
Abb. 23: Schema der Immundetektion auf der Western-Blot-Membran. Als Primärantikörper wird ein polyklo-
nales, für HCII spezifisches Kaninchenserum eingesetzt. Der Sekundärantikörper ist gegen Kaninchen-IgG ge-
richtet und mit Peroxidase (POD) konjugiert. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol (5-Amino-
2,3-dihydro-1,4-phtalazidion) zu 5-Aminophtalsäure durch H2O2. Die freiwerdende Energie wird in Form von
Licht abgegeben, wobei die Stärke und Dauer der Lichtemission durch die Beteiligung von chemischen Enhan-
cern (z.B. Phenole) deutlich gesteigert wird (Enhanced Chemiluminescence, ECL, Amersham). Das Licht hat bei
λ = 428 nm seine größte Intensität und kann mit einem blaulichtempfindlichen Autoradiographiefilm detektiert
werden.
Die geblottete Membran wurde zunächst in Blockierungslösung (0,9 ml/cm2) für 1 h blockiert
und dann in Primärantikörper-Lösung (0,7 ml/cm2) für 1 h inkubiert. Die Inkubation fand für
alle Schritte bei RT auf einem Schüttler statt. Der folgende Waschschritt bestand aus zweima-
ligem Abspülen der Membran gefolgt von 2 x 5 min und 1 x 15 min Inkubation in Waschpuf-
fer. Nach Zugabe des Sekundärantikörpers (0,7 ml/cm2 für 1h) und einem weiteren Wasch-
schritt (s.o) begann die Chemilumineszenzdetektion durch Zugabe von 0,18 ml/cm2 ECL-























Tris-Base (25 mM), Glycin (192 mM), Methanol (20 %), pH ca. 8,3
pH nicht einstellen
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Detektionslösung entfernt und die Membran in Frischhaltefolie (Melitta) eingeschlagen. Die
Belichtung des Films (Hyperfilm ECL, Amersham) erfolgte in einer Autoradiographiekassette
mit Belichtungszeiten zwischen 5 sec. und 10 min. Für die anschließende Entwicklung kamen
der Fixierer Unifix (Kodak) und der Entwickler D-19 (Kodak) zu Einsatz. Der Färbung der
Markerbanden auf der PVDF-Membran diente eine Coomassie-Blau-Färbung wie in Ab-
schnitt II.5.4.1 beschrieben, allerdings mit kürzeren Färbungs- und Entfärbungsintervallen (je
5 min).
Zur Molekülmassenbestimmung wurden die Membran mit dem Coomassie-Blau-gefärbten
Molekulargewichts-Marker und der belichtete Film exakt übereinander ausgerichtet, zusam-
men eingescannt (s. Abschnitt II.5.4.2) und mit Wincam (V2.2, Cybertec) ausgewertet.
5.6 2D-Gelelektrophorese
Die 2D-Gelelektrophorese trennt ein Proteingemisch in der ersten Dimension zunächst in ei-
ner isoelektrischen Fokussierung nach ihrem isoelektrischen Punkt (IP) und anschließend in
der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht in einer SDS-PAGE. Durch geeignete
Bedingungen erhält man eine Auflösung von mehreren tausend Proteinspots pro Gel
(O´Farrell 1975). Erst durch den Einsatz von immobilisierten pH-Gradienten (IPG) in der
ersten Dimension wurde diese Methode besser reproduzierbar (Görg et al. 1988) und stellt
derzeit die Standardmethode in der Proteomanalyse dar.
Die 2D-Elektrophorese von Plasma- und rekombinantem HCII aus CHO-Zellen wurde ge-
meinsam mit C. Priesner in der Gesellschaft für biotechnologische Forschung mbH (GBF) an
der Abteilung Zellkulturtechnik durchgeführt.
Western-Blot-Immundetektion
Material
Detektionssystem Hyperfilm ECL, (RPN 3103 Amersham Buchler)
ECL Western Blotting detection reagents, (RPN 2106, Amersham)
PBS-Tween PBS, 0,3 % Tween 20 (Serva)
Blockierungs-Lösung PBS-Tween, 3 % BSA (Serva)
Waschpuffer PBS-Tween, 0,3 % BSA (Serva)
Primärantikörper Anti-human-HCII, Kan 1, Abnahme 7, 02.01.89, Kaninchenserum
(Hoechst),
1:20.000 verdünnt in PBS-Tween, 1% BSA
Anti-human-Thrombin aus Kaninchen, immunads. ges. Antikörper
(Ch.-B.: 62HR/08, Hoechst)
1:20.000 verdünnt in PBS-Tween, 1 % BSA
Anti-human-Antithrombin III (k) aus Kaninchen, 900248 (Hoechst),
1:6.000 verdünnt in PBS-Tween, 1 % BSA




Lysis- und Solubilisierungspuffer: 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % (w/v) Chaps, 40 mM Tris-Base,
1 % (w/v) Dithiothreitol, Complete-Mini (1 Tablette/10 ml, Roche), 1 % (v/v) IPG-Puffer (Pharmacia)
Die Proben (2 µg Proteingemisch) und 10 µl Standard (2D-Std., Biorad) in Lysis- und Solublisierungspuf-
fer verdünnen.
1. Dimension
Gerät: IPGphor (Amersham-Pharmacia), IPGdry strips 18 cm, 4-7 l (Amersham-Pharmacia)
Je 350 µl verdünnte Probe inkl. 2D-Standard (Biorad) in Strip-Halter pipettieren, Schutzfolie von Gelstrei-
fen abziehen und mit der Gelseite nach unten blasenfrei in den Halter einlegen (Polung beachten), mit 2 ml
Silikonöl M100 (Roth) überschichten, Deckel auflegen. Beschickten Halter auf Peltier-Elektrodenplatte des
IPGphor-Gerätes setzen, Fokussierung starten.
Programm: max. 50 µA / Gelstreifen
2 h Rehydrierung 20 °C
300 Vh, 30 V Rehydrierung 15 °C
500 Vh, 500 V Step 15 °C
1000 Vh, 1000 V Step 15 °C
8000 Vh, bis total 200 kVh Step 15 °C
Fokussierte IPG-Streifen bei -70 °C in Duran-Rundboden-Schraubröhrchen mit Teflon-gedichteten
Schraubverschlüssen (Glaswerkstatt GBF) lagern, in denen sie später equilibriert werden.
2. Dimension
Equilibrierungsschritte 1 (Reduktion) und 2 (Carboxamidomethylierung):
Basis-Equilibrierungslösung: 6 M Harnstoff, 50 mM Tris-Base (pH 8,8), 2 % (w/v) SDS, 30 % (w/v)
Glycerin in Reinstwasser
Equilibrierungslsg. 1: 1 % (w/v) Dithiothreitol in Basis-Equilibrierungslösung
Equilibrierungslsg. 2: 4 % (w/v) Iodacetamid in Basis-Equilibrierungslösung, Spur Bromphenolblau
IPG-Streifen nacheinander in jeweils 10 ml Equilibrierungslsg. 1 + 2 bei für je 15 min bei RT auf Schüttler
inkubieren
Gepufferte Agarose:
Agarose (0,5 % (w/v), low endosmosis, Merck) in 1 x Laufpuffer (25 mM Tris, 198 mM Glycin, 0,1 %
(w/v) SDS) dispergieren, aufkochen und aliquotiert bei -20 °C lagern.
Vor Gebrauch auftauen und in Mikrowelle/Wasserbad schmelzen (75 °C).
Gelkassetten (250 x 200 x 1,5 mm, Gel: 12 % T, 3,6 % C) aus Gießstand (Anderson DALT Multiple Gel
Caster, Hoefer/Pharmacia) aus Lagerungslösung (1 % (w/v) SDS, 375 mM Tris, pH 8,8) nehmen, mit
Reinstwasser abspülen, mit Unterkante in Milli-Q stellen und mit 1 x Laufpuffer überschichten.
Equilibrierte Streifen abtropfen lassen, auf Geloberkante applizieren, Laufpuffer entfernen und mit der
gepufferten Agarose (75 °C) überschichten. 5 min aushärten lassen.
Beladene Kassetten in Tank (Anderson ISO-DALT, Hoefer/Pharmacia) überführen, Vertikalelektrophorese
200 V, ca. 2100 Vh, 5 °C.
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5.7 Heparin- und Dermatansulfat-Affinitätschromatographie
Zur Beurteilung der Bindungsaffinität von HCII, AT und deren Thrombinkomplexe an Hepa-
rin bzw. Dermatansulfat wurde die Natriumchloridkonzentration bestimmt, bei der das ge-
bundene Protein von dem GAG-Bindungspartner eluiert.
Die Elution von Heparin-Sepharose- bzw. Dermatansulfat-Agarose-Säulen unter reproduzier-
baren Bedingungen erfolgte mit einem definierten Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,4) und line-
ar ansteigendem NaCl-Gradienten. Die Elutionsfraktionen wurden anschließend im bispezifi-
schen Western-Blot untersucht, bei dem gleichzeitig zwei Proteine (HCII und Thrombin bzw.
AT und Thrombin) mit entsprechenden Primärantikörpern detektiert werden konnten. Mit den
verwendeten Primärantikörpern gegen die Ausgangskomponenten ließen sich auch die Kom-
plexe nachweisen.
Die Herstellung dieser Komplexe erfolgte wie Abschnitt II.5.3.2 beschrieben. Da die Kom-
plexierungsreaktion unvollständig war, enthielt der Komplexierungsansatz drei Komponenten
(Serpin, Thrombin und Komplex), die auf der GAG-Säule getrennt werden konnten.
Die Heparin-Sepharose-Matrix (Pharmacia) ist in Tabelle 7 in Abschnitt II.3.1.2 beschrieben.
Die Dermatansulfat-Immobilisierung an Divinylsulfon-aktivierte Agarose (Kem-en-Tec A/S)
wurde von D. Dimova im Labor von Dr. Sauber (Hoechst AG) nach der Methode von Zammit
et al. (1993) durchgeführt. Das verwendete lyophilisierte Dermatansulfat aus Schweinedarm-
Mukosa (C3788, Sigma) hatte laut Hersteller eine Reinheit von >90 % und wurde aus Heparin
aufgereinigt. Mit einem Toluidin-Blau-Test (Zammit et al. 1993) wurden 13,7 mg immobili-
siertes Dermatansulfat pro ml Gel gemessen (pers. Mitteilung von D. Dimova).
Die Proben wurden durch Dialyse entsalzt (s. Abschnitt II.1.9 und II.5.3.2) und auf eine He-
parin- oder Dermatansulfat-Säule aufgetragen. Dazu kam die in Abschnitt II.3.1.5 beschriebe-
ne FPLC-Anlage zum Einsatz. Für die Fraktionierung der HCII- und Komplexierungsansätze
wurden selbstgepackte Heparin- bzw. Dermatansulfat-Affinitätschromatographiesäulen ver-
wendet (Gelvolumen: 0,5 oder 1 ml). Für die Trennung der Überstände der Tunicamycin- und
Chlorat-behandelten CHO- und HepG2-Zellen kam wegen des größeren Probenvolumens (ca.
50 ml) eine Heparin-HiTrap-Säule (5-ml) zum Einsatz.
Ein Unterschied im Elutionsverhalten einer identischen Probe von Säulen unterschiedlichen
Volumens und Geometrie mit identischen Affinitätsliganden konnte unter den verwendeten
Bedingungen (Fließgeschwindigkeit etc.) nicht festgestellt werden.
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5.8 Abspaltung von N-Glykanen mit PNGase F
Zur quantitativen Abtrennung der N-Glykane von HCII wurde das Enzym PNGase F (Peptid-
N4-(N-acetyl-β-glucosaminyl)asparagin-Amidase) verwendet. PNGase F spaltet die N-
glykosidische Bindung zwischen der Aminosäure Asparagin und dem ersten Zuckerbaustein
N-Acetylglucosamin des N-Glykans (Abb. 24, vergl. Abb. 11 Abschn. I.5.1), welches dadurch
freigesetzt wird (Tarentino et al. 1985, Tarentino & Plummer 1994). Für die Enzymreaktion
wird die Polypeptidkette mittels Detergenz partiell entfaltet, um alle Glykosylierungsstellen
für das Enzym zugänglich zu machen. Dazu wird in einem ersten Schritt das stark denaturie-
rende anionische Detergenz SDS eingesetzt. Im zweiten Schritt wird das SDS durch das nicht-
ionische Detergenz Nonidet P-40 (NP-40) verdrängt. Dadurch verringert sich die SDS-
Konzentration, so daß die enzymatische Aktivität der PNGase F erhalten bleibt.
GAG-Affinitätschromatographie zur Bestimmung der NaCl-abhängigen GAG-Affinität
Heparin-Sepharose
Proben: THCII- oder TAT-Komplexierungsansätze
Kulturüberstand (CHO, HepG2)
Säulen: 0,5 ml Heparin-Sepharose CL-6B in Leersäule HR 5/2, (Pharmacia) *
1,0 ml Heparin-Sepharose CL-6B in Leersäule HR 10/10 (Pharmacia) **
Heparin HiTrap, 5 ml (Pharmacia) ***
Puffer A: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
Puffer B: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1,0 M NaCl */*** bzw. 2,0 M NaCl **
Fluß: 0,2 ml/min *
0,5 ml/min **
1,0 ml/min ***




Elution: linearer Gradient 10 ml*
linearer Gradient 40 ml**/***
Fraktionsvol.: 0,5 ml *
1,0 ml **
2,0 ml ***
* Bedingungen für Chromatographie der THCII-Komplexe
** Bedingungen für Chromatographie der TAT-Komplexe
*** Bedingungen für Chromatographie der CHO- und HepG2-Überstände
Dermatansulfat-Agarose
Proben: THCII- oder TAT-Komplexierungsansätze
Säule: 0,5 ml in HR 5/2 Leersäule, (Pharmacia)
Puffer A: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
Puffer B: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1,0 M NaCl
Fluß: 0,2 ml/min
Equilibrieren: 5 cv Puffer A, cv = Säulenvolumen
Auftragen: 0,2 ml/min
Waschen: 5cv TCE-Puffer
Elution: linearer Gradient, 10 ml
Fraktionsvol.: 0,5 ml
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Abb.24: Abspaltung von N-Glykanen mit der Glykoamidase PNGase F. R1-3: Kohlenhydratreste (vgl. Abb 11).
Zur Analyse mittels Western-Blot wurden 10 µg gereinigtes Plasma-HCII in 20 µl 50 mM
NaH2PO4, pH 8,6 mit 0,4 % (w/v) SDS für 3 min bei 95 °C denaturiert. Nach Zugabe eines
gleichen Volumens von 1,5 % NP-40 (Fluka) in 50 mM NaH2PO4, pH 8,6 erfolgte eine zweite
Inkubation für 3 min bei 95 °C mit anschließendem Abkühlen für 10 min auf Eis. Von der
rekombinanten PNGase F aus Flavobacterium meningosepticum (Boehringer Mannheim)
wurde eine 2 mU/µl Lösung in 50 mM NaH2PO4, pH 8,6 angesetzt, und davon 4 µl zu dem
vorbereiteten HCII-Ansatz gegeben. Das Stoppen der Reaktion erfolgte nach 24 h Inkubation
bei 37 °C durch Aufnehmen in SDS-Probenpuffer und Denaturieren für 4 min bei 95 °C (s.
Abschnitt II.5.4).
6 Modellierung von HCII
Das HCII-Modell (Abb. 69 in Abschn. IV.5.1) wurde von dem automatisierten Protein-
Modeling-Server „Swiss-Model“ erstellt. Die von diesem Server erzeugte und per e-mail zu-
gesandte Datei enthält die Atomkoordinaten des dreidimensionalen Modells. Mit entspre-
chender Software kann dieses Modell von allen Seiten betrachtet und in verschiedenen Dar-
stellungen bearbeitet werden. Zu diesem Zweck wurde das Programm „Swiss-PDB-Viewer“
verwendet.
6.1 Swiss-Model
Der Swiss-Model-Server des Glaxo Welcome Experimental Research Center in Genf
(http://www.Expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html) erstellt ein Proteinmodell. Aus-
gangspunkt für diese Modellierung ist die Aminosäure-Sequenz oder der entsprechende Ein-
trag (für HCII: P05546) in der Proteindatenbank „Swiss-Prot“ (http://www.Expasy.ch/sprot/).
Die Modellierung nach der Homologie-Methode erfolgt automatisch in mehreren Schritten
(Peitsch 1995):
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2. Sequenz-Alignment und 3D-Überlagerung mit den in Schritt 1 gefundenen Muster-
Proteinen. Insertionen und Deletionen werden dabei ignoriert. Aus den gemittelten 3D-
Überlagerungen der konservierten Sequenzen werden die Atomkoordinaten des Modell-
Rahmens mit ProMod berechnet.
3. Lücken in diesem Modellrahmen (meistens Loop-Regionen) werden wiederum mit Hilfe
von ähnlichen Sequenz-Motiven mit bekannter Struktur ergänzt.
4. Energie-Minimierung mit Hilfe von CHARMm-Algorithmen
5. Modellverfeinerung durch Optimierung intramolekularer Kontakte und sterischer Verspan-
nungen.
Die Modellierung wurde am 30. 8. 1995 durchgeführt und basierte auf den Strukturen von
Antithrombin (1ANT und 1ATH), Elastase-Inhibitor (HLEI), Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor (1PAI), Ovalbumin (1OVA), α1-Antitrypsin (7API) und α1-Antichymotrypsin
(2ACH). In Klammern stehen die verwendeten Einträge in der Brookhaven Proteindatenbank.
Die ersten 100 Aminosäuren konnten mangels Homologie zu bekannten Proteinstrukturen
nicht modelliert werden.
6.2 Swiss-PDB-Viewer
Die von Swiss-Model erzeugten Atomkoordinaten des HCII-Modells wurden mit der vom
EXPASY-Server heruntergeladenen (http://www.expasy.ch/spdbv) Software „Swiss-PDB-
Viewer Version 3.6b“ bearbeitet und dargestellt (Guex & Peitsch 1997). Auch die pdb-Datei





Humanes HCII wurde aus Blutplasma und HepG2-Zellkulturüberständen gereinigt. Rekombi-
nantes humanes HCII konnte in CHO-Zellen erzeugt werden. Die Produktion der rekombi-
nanten Deletionsmutante HCII∆51-76 erfolgte in E. coli.
1.1 Humanes Plasma-HCII
Das gereinigte HCII aus humanem Blutplasma stellte das Hauptuntersuchungsmaterial dar
und diente als Referenz zu den HCII-Varianten sowie zur Etablierung von Methoden.
1.1.1 Reinigung aus humanem Plasma
Die Reinigung von HCII aus humanem Plasma umfaßte Fällungsschritte (PEG, BaCl2) sowie
Affinitätschromatographie, Anionenaustauscherchromatographie und Gelfiltration (s. Ab-
schnitt II.3.1). Aus jeweils ca. 200 ml Plasma konnten nach der abschließenden Mono-Q-
Chromatographie um 7 mg HCII isoliert werden. Das so gereinigte Material wurde für alle
Versuche bis auf die Glykosylierungsanalytik eingesetzt. Für die Glykosylierungsanalytik
kam zur weiteren Reinigung eine Gelfiltration zum Einsatz.
Abb. 25: SDS-PAGE (Protean II xi, Biorad) mit Coomassie-Blau-Färbung einer Plasma-HCII Reinigung.
M: Größenmarker (LMW); P: humanes Plasma; F: gelöstes Pellet nach der letzten PEG -Fällungsschritt; HS:










In dem ersten Teil der Aufarbeitung erfolgte eine relative HCII-Anreicherung durch fraktio-
nierte PEG-Fällungen in Verbindung mit einer BaCl2-Fällung. Nach Hao et al. (1980) werden
bei 35 g/l PEG Fibrinogen und bei 135 g/l PEG die Proteine Plasminogen, Komplement-
Faktoren, Immunglobuline G und M sowie β-Lipoproteine ausgefällt. Bei dem letzten PEG-
Fällungsschritt mit einer PEG-Gesamtzugabe von 250 g/l präzipitieren neben HCII u. a. auch
Albumin, α2-Macroglobulin, IgA, Prothrombin, AT, α1-saures Glykoprotein, Haptoglobin
und Transferrin (Hao et al. 1980). Bei den in dieser Arbeit durchgeführten PEG-Fällungen
bedeutet die Angabe X g/l PEG eine Zugabe von X g PEG pro Liter vorgelegtes Volumen (s.
Abschnitt II.3.1).
In dem SDS-Gel (Spur P, F, Abb. 25) ließ sich nach den Fällungsschritten eine Verringerung
von Proteinen im hochmolekularen Bereich (> 94 kD) sowie bei 25 und 50 kD feststellen. Bei
letzteren könnte es sich um Immunglobuline (leichte und schwere Kette, 25 bzw. 50 kD) oder
Fibrinogen (47-67 kD) handeln. Der Effekt von BaCl2 auf die Fällung der Vitamin-K-
abhängigen Gerinnungsfaktoren (Deacon & Howell 1976, Griffith et al. 1985) wie z.B.
Prothrombin und die Faktoren VII, IX und X ließ sich im Gel wegen der geringen Konzentra-
tionen dieser Proteine nicht erkennen.
Durch die anschließende Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie konnte eine gezielte
Reinigung von HCII erreicht werden, bei der auch Albumin (67 kD) fast vollständig abgerei-
chert wurde (s. Spur HS in Abb. 25).
Zwei im SDS-Gel sichtbare Banden oberhalb von 94 kD und um 64 kD ließen sich durch die
folgende Anionentauscher-Chromatographie abreichern. Von der Mono-Q-Säule eluierte
HCII mit einem Maximum bei etwa 220 mM NaCl (Abb. 26).






























Die Anionenaustauscher-Chromatographie bewirkte eine wesentliche Aufkonzentrierung von
HCII, das allerdings noch kontaminierende Proteine enthielt. Die Hauptverunreinigung bei
64 kD wurde im anti-HCII-Western-Blot nicht angefärbt, war also kein HCII-Abbauprodukt.
Für die Glykosylierungsanalytik wurde diese Verunreinigung mit Hife der Gelfiltration weiter
abgereichert (s.u.). Die Ausbeute (Tab. 10) betrug nach der Mono-Q-Chromatographie 36 %
und entsprach damit dem bei Griffith et al. (1985), Tran et al. (1986) und Zhang et al. (1994)
angegebenen Wert von ca. 40 %. Die größten Verluste entstanden bei den PEG-Fällungen
3+4 und der Umpufferung durch Ultrafiltration (Sartocon Micro, 30 kD MWCO). Die Ultra-
filtration wurde daher in späteren Aufreinigungen durch den in Abschnitt II.3.1 beschriebenen
Dialyse-Schritt ersetzt.
Tab. 10: Typisches Beispiel einer Reinigung von HCII aus humanem Blutplasma. Die HCII-Konzentrationen









Blutplasma 0,084 218 18,3 100
Fällung 1 (35 g/l PEG)
Fällung 2 (BaCl2)
Fällung 3 (135 g/l PEG)
Fällung 4 (100 g/l PEG)





















Heparin-Sepharose 0,211 47 9,9 54
Umpuffern (Ultrafiltration) 0,199 34 6,8 37
Mono-Q* 0,6; 2,1; 2,0;
1,0; 0,6; 0,3 6x1 ml 6,6 36
* HCII-haltige Fraktionen
Für die Glykosylierungsanalytik wurden 6 Mono-Q-Fraktionen einer anderen Aufarbeitung
mit insgesamt 4,5 mg HCII durch Gelfiltration mit einer Superdex 200 HR 10/30 Säule weiter
gereinigt. Das Endprodukt enthielt laut Analyse des SDS-Gels mit Coomassie-Färbung keine
deutlich erkennbaren Verunreinigungen mehr (Abb. 27). Lediglich in der Spur P3 bei der
höchst konzentrierten Probenauftragung war bei 67 kD noch eine geringe Verunreinigung zu
erkennen, die sich jedoch densitometrisch kaum noch erfassen und quantifizieren ließ.
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Abb. 27: SDS-PAGE/Coomassie-Blau-Färbung des isolierten HCII nach der Gelfiltration. Mono-Q gereinigtes
HCII wurde mittels Gelfiltration (Superdex 200) für die Glykoanalytik weiter aufgereinigt. M: Größenmarker
(LMW); 26-30: Elutionsfraktionen der Superdex-Säule; P1-3: Pool von Fraktionen 27+28 der Superdex-Säule
(Probe für Glykosylierungsanalytik) jeweils 0,7, 1,4, bzw. 2,8 µg HCII aufgetragen.
1.1.2 Biologische Aktivität des gereinigten Plasma-HCII
Das gereinigte Material wurde auf biologische Aktivität getestet. Dazu diente der Nachweis
der Thrombin-HCII-Komplexe (THCII) mit Hilfe des Western-Blots. Zur Immundetektion
kamen polyklonale Anti-Thrombin-Antikörper in Verbindung mit einem Anti-HCII-
Kaninchenserum, dessen polyklonale Antikörper auch an den THCII-Komplex binden, zum
Einsatz. Im Western-Blot ließ sich mit diesen Antikörpern bei 75 kD HCII, bei 102 kD der
Thrombin-HCII-Komplex (THCII) und bei 38 kD Thrombin nachweisen.
Abb. 28: Bispezifischer Western-Blot mit zwei polyklonalen Primär-Antikörpern gegen HCII bzw. Thrombin.
Spur 1: Plasma-HCII; Spur 2: Thrombin-HCII-Komplexierungsansatz. Plasma-HCII und Thrombin wurden
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Unter den Bedingungen im reduzierenden SDS-Gel müßte sich eine Molekülmasse des
THCII-Komplexes von 93 kD ergeben. Diese berechnet sich aus der Molekülmasse von
Thrombin (37 kD inkl. Glykosylierung) abzüglich A-Kette (5,6 kD) und der Molekülmasse
von HCII (65,6 kD inkl. Glykosylierung) abzüglich 4,2 kD des abgespaltenen C-terminalen
Peptids. Letzteres wird vermutlich infolge der Komplexbildung abgespalten (s. Abschnitt
I.2.4) und durch die reduzierende SDS-Denaturierung der Probenvorbereitung ebenso wie die
A-Kette des Thrombins vom Restprotein abgetrennt. Die im SDS-Gel beobachtete höhere
apparente Molmasse wird vermutlich durch die N-Glykosylierungen von HCII und Thrombin
verursacht.
1.1.3 Kinetik der Thrombinhemmung durch Plasma-HCII
Von dem gereinigten Plasma-HCII wurden die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion mit
Thrombin in Gegenwart verschiedener Dermatansulfat-Konzentrationen bestimmt (s. Abschn.
II.5.3.1). So sollte getestet werden, ob das gereinigte Material in seinen kinetischen Parame-
tern mit den Literaturdaten übereinstimmte. Bei dem kinetischen Test wurden Bedingungen
der Kinetik pseudo-erster Ordnung gewählt, bei denen der Inhibitor im ca. 10fachen Über-
schuß vorlag. Die Inhibierungsreaktion wurde zum Zeitpunkt t gestoppt und die Rest-
Thrombinaktivität kinetisch photometrisch gemessen. Da die gemessene Extinktionsänderung
pro Zeiteinheit ∆A/∆t proportional zur aktiven Thrombinkonzentration [T] ist, konnte statt
ln([T]0/[T]t) der Term ln(∆A0/∆At) gegen t aufgetragen werden. Aus der Steigung k´ ließ sich
dann die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung k2 ermitteln. In Abwesenheit von
GAGs betrug k' 0,0012 min-1 und damit k2 = 1,2 x 104 M-1min-1 (Abb. 29).
Abb. 29: Plot zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung k2 für die Inhibition von
Thrombin durch HCII ohne Zusatz von Glykosaminoglykanen. Bedingungen: Thrombin (9,17 nM) und HCII
(100 nM) wurden bei 25 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgte die Bestimmung der Rest-















In Gegenwart von 10 µg/ml Dermatansulfat (Abb. 30) betrug k2 4,2 x107 M-1min-1 und mit
100 µg/ml Dermatansulfat 1,8 x 108 M-1min-1. Damit lag die Dermatansulfat-katalysierte Re-
kationsgeschwindigkeit um den Faktor 15.000 über der nicht GAG-aktivierten Reaktion. Die
Literaturangaben betragen 7,2 x 108 (Pratt et al.1989) oder 4,5 x 109 M-1min-1 (Maaroufi et al.
1997) für die GAG-aktivierte Thrombin-Hemmung und liegen um den Faktor 7.500 bis
15.650 über den Geschwindigkeitskonstanten der nicht GAG-katalysierten Reaktion. Die Dis-
krepanzen zu den Literaturwerten lassen sich abgesehen von Meßungenauigkeiten hauptsäch-
lich durch unterschiedliche Meßbedingungen wie Temperatur (37 °C oder RT), pH-Wert (8,0
oder 7,4), Reinheit der Proteine und Qualität bzw. Herkunft des Dermatansulfats (z.B. Sulfa-
tierungsgrad) erklären. Auch die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde unterschied-
lich durchgeführt (ELISA, UV-Absorption, Titration).
Abb. 30: Plot zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanen zweiter Ordnung k2 für die Inhibition von
Thrombin durch HCII in Gegenwart von Dermatansulfat. Bedingungen: 10 bzw. 100 µg/ml Dermatansulfat,
HCII (100 nM) und Thrombin (9,17 nM) wurden in einem 100 µl-Ansatz bei 25 °C für verschiedene Zeitinter-
valle inkubiert. Die Bestimmung der Rest-Thrombinaktivität erfolgte nach dem Stoppen der Reaktion durch















1.2 Herstellung von rekombinantem HCII in CHO-Zellen
CHO-Zellen wurden mit zwei Plasmiden, die jeweils die cDNA von humanem HCII und
Maus-Dihydrofolatreduktase (DHFR) enthielten, kotransfiziert und mit MTX koamplifiziert.
Die Transfektion nahm H. Ragg vor, die Zellkultur während der MTX-Amplifikation wurde
von A. Strathmann durchgeführt. Rekombinantes HCII aus serumfreien Überständen einer
gerührten, membranbegasten Kultur (Superspinner) wurde gereinigt und hinsichtlich Identität,
biologischer Aktivität und posttranslationaler Modifikationen überprüft.
1.2.1 CHOHCII-Herstellung
DHFR-defiziente CHO-Zellen wurden mit den Plasmiden pWTBI2 und pSV2dhfr wie in Ab-
schnitt II.1.2.1 beschrieben kotransfiziert. Die Transfektion erfolgte mit verschiedenen Plas-
midmengen (0,01, 0,1und 5,0 µg) pro Kulturplatte (∅ 9,2 cm), wobei lediglich die höchste
Plasmidmenge in der ersten MTX-Selektionsstufe bei 0,05 µM MTX eine ausreichende An-
zahl resistenter Klone gewährleistete. Auf der ersten und zweiten Selektionsstufe (0,05 bzw.
0,25 µM MTX) ließ sich HCII im Überstand der resistenten Klone erst nach Konzentration
mittels Ultrafiltration (Micresep 30, Pall/fFiltron) durch ELISA nachweisen.
Die spezifische HCII-Produktivität einzelner Klone während der weiteren MTX-
Amplifikation zeigt Abbildung 31. Mit der Erhöhung der MTX-Konzentration von 0,05 auf
0,25 µM konnte keine meßbare Steigerung der HCII-Expression erreicht werden. Erst nach
einer um das 10-fache auf 2,5 µM gesteigerten MTX-Konzentration ließen sich Klone mit
z. T. über 100fach höherer HCII-Expression gegenüber dem Ausgangsklon isolieren. Von
dieser 2,5 µM MTX-Stufe wurde der Klon Bi2/2,5/6/13/3 mit der höchsten HCII-Expression
parallel auf 25 und 100 µM MTX gesetzt, wobei die Expression einiger der dabei selektio-
nierten Klone sich noch einmal etwa verdoppelte. Die spezifische HCII-Produktivität gut
wachsender Klone betrug bis zu 17 µg/106Zellen/d, wenn Medium mit 10 % FCS zu Kultivie-
rung verwendet wurde (Abb. 31). Für die Bestimmung der spezifischen Produktivitäten wur-
den die Zellen auch parallel auf serumfreies Medium gesetzt. Die Zellen besaßen auch ohne
Serum-Zusatz eine vergleichbare Produktivität.
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Abb. 31: Stammbaum der CHOHCII-Klone, die während Genamplifikation mit der DHFR/MTX-Methode isoliert
wurden. Angegeben ist jeweils die spezifische Produktivität q in serumfreiem und serumhaltigem Selektionsme-
dium mit 10 % FCS (Werte in Klammern) auf fünf MTX-Selektionsstufen. Die Stufen mit 0,05, 0,25 und 2,5
µM MTX wurden nacheinander, die Stufen mit 25 und 100 µM MTX parallel mit demselben Klon der 2,5 µM
MTX-Stufe durchgeführt. Das serumfreie Selektionsmedium enthielt Insulin und Transferrin.
Zur Bestimmung der spezifischen Produktivität wurden konfluente Kulturen trypsinisiert und 2-3 d in serumhal-
tigem bzw. -freiem Medium in 10 cm Kulturschalen inkubiert. Die Bestimmung der HCII-Konzentration erfolgte
mit ELISA und die Zellzahl-Bestimmung mit Trypan-Blau-Färbung. Die gekennzeichneten Klone (*) dienten
der weiteren Amplifikation.
Selektion mit 0,05 µM MTX
Selektion mit 0,25 µM MTX
Selektion mit 2,5 µM MTX


























































Für die Produktion von rekombinantem HCII im Superspinner wurde ein gut produzierender
und wachsender CHO-Klon (Bi2/100/6/13/3/19) der 100 µM MTX-Amplifikationsstufe ver-
wendet, der in Vorversuchen (Abb. 31) 10,9 µg HCII/106 Zellen/d exprimierte. Um die Reini-
gung des rekombinanten HCII zu erleichtern, sollte der Kulturüberstand möglichst frei von
FCS sein, um eine Kontamination mit Rinder-HCII zu vermeiden.
Dies konnte durch sukzessives Ausverdünnen von FCS während des wiederholten satzweisen
Betriebes mit serumfreiem Medium erreicht werden. Die Serumkonzentration betrug im letz-
ten Satz, der für die Aufreinigung verwendet wurde, ca. 0,1 %. Die mögliche Verunreinigung
des Produktes mit Rinder-HCII aus FCS ist daher kleiner als 1 %, wenn man von einer mit
humanem Plasma vergleichbaren HCII-Konzentration im FCS ausgeht. In Abb. 32 ist das
Kulturvolumen und die Lebendzelldichte während der Superspinner-Kultivierung dargestellt.
Es wurde mit ca. 2 x 105 Zellen/ml angeimpft und die Kultur bei Erreichen einer ausreichend
hohen Zelldichte in der logarithmischen Wachstumsphase mit entsprechendem serumfreien
Medium (s. Abschnitt II.1.8) ausverdünnt. Dazu wurde ein Teil der Zellsuspension entnom-
men (Satz 2 und 4) und frisches Medium zugegeben oder auf ein größeres Kulturvolumen
aufgefüllt (Satz 3).
Abb. 32: Verlauf der Superspinner-Kultivierung der CHOHCII-Zellinie Bi2/100/6/13/3/19.
Eine Kontrolle der Superspinnerkultivierung erfolgte auch hinsichtlich der Nährstoffe (Gluco-
se und Aminosäuren) sowie Lactat. Der Verlauf des für die Aufreinigung verwendeten vierten
Satzes ist in den Abbildungen 33 und 34 wiedergegeben. Die Lebendzelldichte betrug zum
Ende der Kultivierung 7 x 105 Zellen/ml bei einer Viabilität von 80 %. Lactat, ein in höheren
Konzentrationen wachstumshemmend wirkendes Stoffwechselprodukt (Kempken 1992), lag
mit maximal 16 mM im unkritischen Bereich. Alle Nährstoffe, insbesondere Glucose und
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den, also oberhalb der jeweiligen KS-Werte (Heidemann 1995). Die Monod-Konstante KS gibt
dabei die Konzentration eines limitierenden Nährstoffes an, bei der die Kultur nur noch mit
der halben maximalen Wachstumsrate wächst.
Nach dem dritten Satz wurden zum Ausverdünnen 500 ml Zellsuspension entnommen und




Abb. 33: Verlauf des vierten Satzes der in Abbildung 32 gezeigten 1-l-Superspinner-Kultivierung. a) Zelldichte














































































Abb. 34: Verlauf des vierten Satzes der in Abbildung 32 gezeigten 1-l-Superspinner-Kultivierung. Darstellung
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1.2.3 Reinigung von CHO-HCII
Die beiden Superspinner enthielten zum Zeitpunkt der Ernte eine HCII-Konzentration von
10,3 bzw. 10,6 µg/ml. Die Konzentrierung, Dialyse und Reinigung von 1 l Kulturüberstand
erfolgte wie in Abschnitt II.3.2 beschrieben. Nach diesem Reinigungs-Schema mit abschlie-
ßender Mono-Q-Chromatographie betrug die Ausbeute 43 % (Tab.11). Die Reinheit für die
Glykosylierungsanalytik war jedoch noch nicht ausreichend, da im SDS-Gel (Coomassie-
Blau-Färbung) noch deutliche Nebenbanden zu sehen waren. Deshalb wurde zunächst mit
Heparin-Sepharose (HiTrap, 5 ml) rechromatographiert. Dabei kam anstatt eines NaCl-
Stufengradienten ein linearer NaCl-Gradient (40 ml, 1 ml/min, 0-1 M NaCl) zum Einsatz.
Eine Nebenbande bei 60 kD konnte durch einen weiteren Reinigungsschritt mittels Gelfiltra-
tion abgereichert werden. Das so gereinigte HCII zeigte in der SDS-PAGE (Abb. 35) keine
Verunreinigung mehr. Durch die zusätzlichen Reinigungsschritte sank allerdings die Ausbeu-
te. Bei der Gelfiltration wurden zwei Fraktionen mit reinem HCII gewonnen, wovon 300 µl
einer Fraktion (28) nach Dialyse gegen 20 mM (NH4)HCO3 zur GBF nach Braunschweig ge-
geben wurden. Die Probe enthielt 0,3 mg rekombinantes HCII und wurde in der Arbeitsgrup-
pe von H. S. Conradt für die Glykosylierungsanalytik eingesetzt.
Tab 11: Reinigung von CHO-HCII aus Superspinner-Kultivierung für die Glykosylierungsanalytik. Die HCII-
Konzentrationen wurden mit ELISA bestimmt.
Reinigungsschritt HCII Ausbeute
Kulturüberstand (1000 ml) 10,3 mg 100 %
nach Ultrafiltration 8,9 mg 86 %
nach H.-S.-Chromatographie und Dialyse 7,4 mg 72 %
Pool, Mono-Q-Fraktionen 4,4 mg 43 %
davon 2,3 mg weiter gereinigt
nach H.-S.-Chromatographie 1,8 mg
nach Superdex 200-Chromatographie 0,8 mg
Abb. 35: SDS-PAGE (Coomassie-Blau-Färbung) von gereinigtem HCII der CHO-Superspinner-Kultivierung.
Fraktionen der Gelfiltration (Superdex 200). Spur 1: Probe von CHO-HCII für die Glykosylierungsanalytik
(Fraktion 28, dialysiert gegen 20 mM (NH4)HCO3, pH 8,0), 2,7 µg HCII aufgetragen; Spur 2: wie Spur 1 aber
nur 1,35 µg HCII aufgetragen; Spur 3: Fraktion 28 (Superdex 200); Spur 4: Fraktion 29 (Superdex 200).




1.2.4 Eigenschaften des gereinigten HCII aus CHO-Zellen
Die Identität des rekombinanten Proteins wurde durch die Immunreaktivität mit monoklona-
len Antikörpern im ELISA und mit dem anti-HCII-Kaninchenserum im Western-Blot nach-
gewiesen.
Weitere Analysen dieses Materials wurden in der GBF von H. S. Conradt und Mitarbeitern
durchgeführt: Der ansequenzierte N-Terminus des CHO-HCII mit der Aminosäure-Sequenz
GSKGPLDQLEKGGE... wies auf eine korrekte Abspaltung des 19 Aminosäure langen Sig-
nalpeptids hin. Ein tryptischer Fingerprint zeigte eine sehr hohe Übereinstimmung zwischen
dem rekombinanten HCII und Plasma-HCII (Böhme et al. 2001).
Zur Bestimmung der biologischen Aktivität des rekombinanten HCII wurde die Thrombin-
Hemmung von CHOHCII-Überständen gemessen und mit der Aktivität von Plasma-HCII unter
gleichen Bedingungen verglichen. Dazu wurden Kulturüberstände verschiedener Klone mit
Thrombin komplexiert und die Restaktivität des nicht gehemmten Thrombins mit dem chro-
mogenen Thrombin-Substrat (Chromozym TH) ermittelt. Die daraus berechneten (s. Ab-
schnitt II.5.3.2) HCII-Konzentrationen zeigten Abweichungen von den ELISA-Werten der
gleichen Proben (Tab. 12). Da parallel gemessenes gereinigtes Plasma-HCII eine vergleichba-
re Abweichung aufwies, kann für rekombinantes und gereinigtes Plasma-HCII eine vergleich-
bare biologische Aktivität angenommen werden.
Weiterhin wurde die Komplexbildung von equimolaren Mengen HCII (rekombinant sowie
aus Plasma) und Thrombin mittels Western-Blot untersucht (Abb. 36). Die ermittelte apparen-
te Molmasse des rekombinantem CHO-HCII lag bei 78 kD und damit 3 kD höher als bei
Plasma-HCII. Die Größe der THCII-Komplexe lag bei 101 kD bei Plasma-HCII, und bei 103
kD bei CHO-HCII. Die etwas unterschiedliche elektrophoretische Mobilität könnte auf Gly-
kosylierungsunterschiede hinweisen.
Tab. 12: Biologische Aktivität von HCII in CHO-Kulturüberständen. Serumfreie Kulturüberstände von HCII
produzierenden CHO-Klonen wurden in Gegenwart von 100 µg/ml Dermatansulfat mit Thrombin (9,17 nM)
versetzt. Aus der Restaktivität des Thrombins wurde die Konzentration des durch HCII gehemmten Thrombins
berechnet (s. Abschn. II.5.3.2). Jeweils Mehrfachmessungen mit unterschiedlich vorverdünnten Proben. Die
















0,9 µg/ml (13,7 nM) 3,4 µg/ml (51,8 nM) 3,8
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(100 µM MTX)
2,4 µg/ml (36,6 nM) 6,2 µg/ml (94,5 nM) 2,6
Bi2/100/6/13/3/28
(100 µM MTX)
2,3 µg/ml (35,1 nM) 5,3 µg/ml (80,8 nM) 2,3




Abb. 36: Western-Blot von Thrombinkomplexen des gereinigten HCII aus der CHO-Superspinner-Kultivierung
aus Plasma und HepG2-Zellen. Thrombin und HCII wurden in 200 µl TBS in Gegenwart von 100 µg/ml Derma-
tansulfat für 10 min bei RT inkubiert (s. Abschnitt II.5.3.2).
P: gereinigtes Plasma-HCII;
P/T: Plasma-HCII/Thrombin-Komplexierungsansatz (40 nM HCII, 40 nM Thrombin);
C: gereinigtes CHO-HCII;
C/T: CHO-HCII/Thrombin-Komplexierungsansatz (40 nM HCII, 40 nM Thrombin);
M: Größenmarker (LMW, Positionen am linken Rand eingezeichnet);
H: gereinigtes HepG2-HCII;
H/T: HepG2-HCII/Thrombin-Komplexierungsansatz (15 nM HCII, 40 nM Thrombin)
Apparente Molekularmassen der Banden:
Plasma-HCII/Thrombin: 75/101 kD
CHO-HCII/Thrombin: 78/103 kD,










1.3 HCII aus HepG2-Zellen
HepG2-Zellen dienten der Erzeugung von nicht rekombinantem humanem HCII. Insbesonde-
re wurde von der Möglichkeit Gebrauch gemacht, die N-Glykosylierung von HCII durch Kul-
tivierung in Gegenwart von Tunicamycin zu unterdrücken (s. Abschn. II.1.9.1).
Mit serumfreiem Medium (s. Abschnitt II.1.2.2) ließen sich pro T175-Flasche etwa 5 µg ge-
reinigtes HCII erzeugen. Das gereinigte HepG2-HCII hatte im SDS-Gel (Abb. 37a) – wie
auch rekombinantes HCII aus CHO-Zellen – eine mit 78 kD um 3 kD höhere apparente Mo-
lekülmasse als gereinigtes Plasma-HCII. Im Western-Blot zeigte sich eine ausgeprägte Ne-
benbande bei 66 kD, das vermutlich kein nachträgliches (nach der Reinigung) proteolytisches
Spaltprodukt darstellt, sondern bereits im Kulturüberstand vorhanden ist (Hellweg 2000).
Dieses anti-HCII-immunreaktive Protein hat ähnliche physiko-chemische Eigenschaften wie
das 78 kD HCII, da es parallel mit aufgereinigt wurde. Es eluierte von Heparin-Sepharose mit
dem Stufengradienten bei 0,2 M NaCl und zeigte auch auf dem Anionentauscher das gleiche
Elutionsverhalten.
In Abb. 37 sind die HCII-haltigen Fraktionen (ELISA) der Mono-Q Elutionsfraktionen ge-
zeigt. Nach der Inkubation von HepG2-HCII mit Thrombin in Gegenwart von Dermatansulfat
(Abb. 36 Spur H u. H/T) wurden THCII-Komplexe bei 103 kD beobachtet und damit die bio-
logische Aktivität das HepG2-HCII belegt. Auch die 66 kD-Nebenbande scheint mit Throm-
bin zu komplexieren (Bande bei 95 kD).
Abb. 37: a) Western-Blot von gereinigtem HCII aus CHO- und HepG2-Zellen.
Spur 1-5: gereinigtes CHO-HCII, Mono-Q Fraktionen; M: LMW-Marker; Spur
6-9: gereinigtes HepG2-HCII, Mono-Q-Fraktionen.
MW der Hauptbanden [kD]: CHO: 78; HepG2: 78 kD. MW der Nebenbanden
[kD]: CHO: 61; HepG2: 66 kD.







1.4 Expression der Deletionsmutante HCII∆51-76 in E. coli
Die Deletionsmutante HCII∆51-76 sollte wegen ihrer erhöhten Heparin-Affinität (Ragg et al.
1990a) als Sonde dienen, um potentielle Glykosaminoglykan-abhängige Wirkungsorte von
HCII in der extrazellulären Matrix zu identifizieren. Durch die Deletion der Aminosäuren 51-
76 (s. Abb. 4 in Abschn. I.3.3) entfällt die Kompetition um die GAG-Bindungsstelle zwischen
GAGs mit dem N-Terminus (s. Abb. 5 in Abschn. I.3.4).
Für die rekombinante Herstellung von HCII∆51-76 wurde E. coli BL21(DE3) in Verbindung
mit dem pET-System als Expressionssystem verwendet. Bei diesem System induziert das Ga-
laktoseanalogon Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) die Expression der T7-RNA-
Polymerase, die ihrerseits das Zielgen auf dem Plasmid-Vektor transskribiert (s. Abschn.
II.2). Bei allen Expressionsversuchen kam Klon 1 (E. coli BL21(DE3)/pCBO1 Klon 1) zum
Einsatz. Zunächst wurden mit Schüttelkolben-Kulturen die Expressionsparameter optimiert,
um einen möglichst hohen Anteil der Deletionsmutante HCII∆51-76 in löslicher Form zu
produzieren.
1.4.1 Schüttelkolbenkultivierung
Um die Aggregation von HCII in inclusion bodies zu reduzieren, wurde daher zum Zeitpunkt
der Induktion die Kultivierungs-Temperatur von 37 °C auf 25 °C gesenkt, um die Synthesera-
te herabzusetzen (Schein & Noteborn 1988). Abbildung 38 zeigt den Verlauf der HCII-
Expression während der IPTG-Induktion. Es wurde nach Herstellervorschrift (Novagen-
System-Manual, 1997) bei einer OD600 von 0,6 mit 0,4 mM IPTG induziert.
Abb. 38: Zeitverlauf der Induktion von E. coli BL21(DE3)/pCBO1.
125 ml Kultur in 500 ml Schüttelkolben wurden bei einer OD600 von 0,6
nach Absenkung der Temperatur von 37 °C auf 25 °C mit 0,4 mM IPTG
induziert. Die Proben wurden in 1/10 Volumen Lysepuffer lysiert und die
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Da Wildtyp-HCII aus E. coli von Heparin-Sepharose bei 0,4 M NaCl eluiert (Blinder & Tol-
lefsen 1990), wurde für die Reinigung der Mutante ein zweistufiger Stufengradient (0,5 und
1,0 M NaCl) gewählt, bei dem HCII∆51-76 mit der erwarteten höheren Heparin-Affinität bei
1 M NaCl eluiert.
In Heparinbindungsversuchen konnte die hohe Affinität bestätigt werden. Wie Abb. 57 in
Abschnitt III.5.2 zeigt, eluierte HCII∆51-76 in der Heparin-Sepharose-Affinitätschromato-
graphie im Mittel mit einem Maximum bei 860 mM NaCl.
Aus 2 l Bakterienkultur (8 x 250 ml) in 1-l-Schikanekolben (s. Abschn. II.2.2) konnte nach
2 h Induktion mit 0,4 mM IPTG 528 µg lösliches HCII∆51-76 von Heparin-Sepharose mit
diesem Stufengradienten (s. Abschnitt II.3.3) eluiert werden.
1.4.2 Expression von HCII∆51-76 im 5-l-Maßstab
Um die Deletionsmutante HCII∆51-76 im Milligramm-Maßstab zu erzeugen, konnte ein 7-l-
Reaktor mit einem Arbeitsvolumen von 5 l der AG Fermentationstechnik der Technischen
Fakultät benutzt werden. Der Fermenter bot nicht nur den Vorteil eines größeren Kulturvolu-
mens, sondern auf Grund der besseren Sauerstoffversorgung der Zellen ließen sich gegenüber
der Schüttelkolben-Kultivierung höhere Bakterientiter erzielen. Um diesen Vorteil auszunut-
zen, erfolgte die Induktion erst bei einem höheren Bakterientiter (OD600) als bei der Schüttel-
kolbenkultivierung. Daher ging der Produktionsphase, in der die Induktion erfolgte, ein Fer-
mentations-Satz voran, mit dem Ziel den erreichbaren Bakterientiter (OD600) zu ermitteln
(Abb. 39).
In diesem ersten Satz konnte wegen einer sich abflachenden Wachstumskurve bei einer OD600
von 7,0 davon ausgegangen werden, daß sich die Zellen der stationären Phase näherten. Für
den darauffolgenden zweiten Satz wurde die Hälfte (2,5 l) der Kultur abgelassen und mit dem
gleichen Volumen Medium aufgefüllt. Nach dem Herunterkühlen auf 25 °C erfolgte bei einer
OD600 von 3,5 die Induktion mit 0,4 mM IPTG. Nach 2 h 35 min Inkubation mit IPTG wurde
die Kultur abgeerntet.















37 °C Induktion, 25 °C
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1.4.3 Reinigung von HCII∆51-76 aus der 5-l-Fermentation
Von 5 l Kultur wurden die Zellen abzentrifugiert, die Zellpellets in 250 ml Lyse-Puffer re-
suspendiert und aufgeschlossen (s. Abschn. II.3.3). Die Elution erfolgte nach dem Auftragen
des Lysats auf eine 30 ml Heparin-Sepharose-Säule in zwei Stufen (0,5 und 1,0 M NaCl). Das
Eluat (30 ml) der Elution mit 1M NaCl wurde vor dem Auftragen auf den Kationenaustau-
scher (Resource S) durch Dialyse entsalzt und umgepuffert.
Die Abbildung 40a und Tabelle 13 geben einen Überblick über die Reinigung. Bei der Hepa-
rin-Sepharose-Chromatographie banden 5,1 % des in E. coli erzeugten HCII∆51-76 an die
Säule, und 3,3 % eluierten bei 1,0 M NaCl (Tab. 13). Kontrollversuche bestätigten, daß die
Bindungskapazität nicht überschritten wurde. Es muß daher davon ausgegangen werden, daß
das HCII∆51-76 im Durchlauf und im Eluat mit 0,5 M NaCl nicht in nativer Konformation,
sondern in denaturierter und/oder aggregierter Form vorlag.
Durch den Stufengradienten ließ sich bereits eine Abreicherung von anderen Proteinen errei-
chen, wie der Vergleich von Spur 2 (Elution mit 0,5 M NaCl) und Spur 3 (Elution mit 1,0 M
NaCl) zeigt (Abb. 40a). Nach der Dialyse des Eluats (1,0 M NaCl) war eine deutliche weiße
Trübung des Dialysats zu beobachten, wobei sich das Präzipitat durch Zentrifugation bei
10.000 x g abtrennen ließ. Spur 3 und 4 zeigen den Überstand vor und nach Dialyse (einschl.
Zentrifugation). Auffällig ist dabei das Verschwinden einer Proteinbande bei 67 kD. Die Ban-
de bei 49 kD stellt HCII∆51-76 dar, wie der Western-Blot (Abb. 40b) zeigt. Das Präzipitat
bestand demnach vermutlich hauptsächlich aus dem 67 kD-Protein und zu einem erheblichen
Anteil aus HCII∆51-76. Die ELISA-Auswertung der Proben (Tab. 13) zeigt, daß infolge der
Dialyse und Präzipitatbildung 60 % des HCIIs verloren ging.
Abb. 40: Aufreinigung von HCII∆51-76 aus dem Zellysat der 5-L-Fermentation von E.coli-
BL21(DE3)/pCBO1.
a) SDS-PAGE, Coomassie-Blau-Färbung. Spur 1: Zellysat; Spur 2: Elution von Heparin-
Sepharose mit 0,5 M NaCl; Spur 3+4: Heparin-Sepharose-Elution mit 1,0 M NaCl vor bzw.
nach Dialyse/Zentrifugation; M: Gößenmarker (LMW); Spur 6-9: Resource-S-Elutions-
Fraktionen 15-18 mit 310, 330, 350 bzw. 370 mM NaCl (vergl. Abb. 41).









Von der Resource S-Säule eluierte HCII∆51-76 bei 340 mM NaCl (Abb. 41). Die entspre-
chenden Elutionsfraktionen sind in Abbildung 40 a und b zu sehen. Von den hinsichtlich
HCII∆51-76 reinsten Fraktionen 16 und 17 wurde der Proteingehalt mittels ELISA und dem
BCA-Assay bestimmt (Tab. 13). Die deutliche Differenz zwischen den ELISA-Werten und
der BCA-Bestimmung kann an der Verwendung von BSA als Standard für den BCA-Test
liegen. Auch die Konzentrationsbestimmung von HCII∆51-76 mittels ELISA liefert u.U. un-
genaue Ergebnisse, da der Test für Wildtyp-Plasma-HCII entwickelt wurde und Plasma HCII
auch als Standard diente.
Aus der 5-l-Fermentation ließen sich dem BCA-Test zufolge insgesamt 2,0 mg gereinigtes
HCII∆51-76 gewinnen.
Abb. 41: 5-l-Fermentation, Reinigung von HCII∆51-76 mittels Kationenaus-
tauscher-Chromatographie (Resource-S). HCII eluiert mit einem Maximum bei
340 mM NaCl (Fraktionen 16 und 17).
Tab. 13: Reinigung von HCII∆51-76 aus der 5-l-Fermentation von E. coli BL21(DE3)/pCBO1. Konzentrations-







Lysat 250 ml 735,5 100
Heparin-Sepharose
Eluat 0,5 M NaCl 50 ml 13,0 1,8
Eluat 1,0 M NaCl 30 ml 24,5 3,3
dto. nach Dialyse u. Zentrifugation 30 ml 9,9 1,3
Resource S
Fraktion 15 1 ml 0,3 0,0
Fraktion 16 1 ml 4,8 (0,9) * 0,7
Fraktion 17 1 ml 4,6 (1,1) * 0,6
Fraktion 18 1 ml 0,8 0,1


























1.4.4 Molekularmasse und isoelektrischer Punkt von HCII∆51-76
Durch die Deletion der Aminosäuren 51 bis 76 wurden aus Wildtyp-HCII 13 saure Aminosäu-
ren und 2 negativ geladene Sulfatreste, aber nur eine positiv geladene Aminosäure (Lysin 65)
entfernt. Darüber hinaus können die N-Glykane des Plasma-HCII zahlreiche negativ geladene
Sialinsäuren besitzen. Der experimentell ermittelte isoelektrische Punkt (pI) von Plasma-HCII
liegt bei 4,95-5,15 (Tollefsen et al. 1982).
Aus der Aminosäure-Sequenz läßt sich der pI mit einem entsprechenden Programm des EX-
PASY-Servers ermitteln (Compute pI/Mw, http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). Der pI
von Wildtyp-HCII ohne posttranslationale Modifikationen beträgt damit rechnerisch 6,26,
während der ebenso ermittelte pI von HCII∆51-76 bei 9,08 liegt.
Aus der Aminosäuresequenz ergibt sich eine berechnete Molekülmasse von HCII∆51-76 von
52 kD, während die apparente Molmasse im SDS-Polyacrylamidgel 49 kD betrug (Abb. 40).
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2 Analyse der posttranslationalen Modifikationen von HCII
HCII aus humanem Plasma und aus CHO-Zellen wurde hoch aufgereinigt (s. Abschn.
III.1.1.1 u. III.1.2.3) und für die Analyse der posttranslationalen Modifikationen der Arbeits-
gruppe Proteinglykosylierung an der GBF in Braunschweig überlassen und dort von H. S.
Conradt, M. Nimtz und Mitarbeitern untersucht. Es sollte die Struktur der N-Glykane aufge-
klärt werden, sowie die Belegung der drei Konsensus-Sequenzen mit N-Glykanen. Weiterhin
galt das Interesse den Unterschieden zwischen rekombinantem HCII aus CHO-Zellen und
dem nativen Vergleichsmaterial aus humanem Plasma hinsichtlich der Glykosylierung und
Tyrosin-Sulfatierung.
Bei diesen Untersuchungen kamen massenspektrometrische Methoden (MS) mit Matrix-
unterstützter Laser-Desorptions-Ionisation in Verbindung mit einem Flugzeit-Detektor
(MALDI-TOF-MS) und die Elektrospray-Ionisation-MS (ESI-MS) zum Einsatz. Eine Anio-
nenaustauscher-Chromatographie-Methode, die in stark alkalischem Milieu durchgeführt wird
(HPAEC-PAD), diente der quantitativen Analyse der N-Glykane. Eine allgemeine Beschrei-
bung dieser Methoden findet sich bei Lottspeich & Zorbas (1998). Die Methoden und Ergeb-
nisse sind detailliert bei Böhme et al. (2001) dargestellt und werden hier zusammengefaßt
wiedergegeben.
2.1 Struktur der N-Glykane
Für die vollständige Belegung der drei N-Glykosylierungs-Konsensus-Sequenzen von HCII
aus CHO- und HepG2-Zellen gab es bereits Hinweise durch die Versuche mit dem Glykosy-
lierungs-Inhibitor Tunicamycin (s. Abb. 58 u. 60 in Abschn. III.5.3:). Die anschließenden
massenspektrometrischen Analysen zeigten, daß alle tryptischen Peptide, welche die Konsen-
sus-Sequenz (N-X-S/T; s. Abschn. I.5.1) tragen (30NLSMPLLPADFHK42, 166DFVNASSK173,
365SMTNRT370), glykosyliert sind.
Die vorherrschende biantennäre Struktur der N-Glykane vom komplexen Typ wurde mit Lek-
tin-Bindungsstudien von R. Eckert (Diplomarbeit, 1999) in der AG Zellulläre Genetik für
Plasma-HCII ermittelt. Die Analysen in der GBF bestätigten diese Ergebnisse, ermöglichten
darüber hinaus jedoch eine genaue Analyse der Strukturvarianten.
Die N-Glykane von HCII aus Plasma und rekombinant aus CHO-Zellen sind vom komplexen
Typ und vorwiegend (> 80 %) biantennär (Abb. 42 u. Tab. 14). Triantennäre Strukuturen ma-
chen nur einen Anteil von 7-8 % aus. Höher als dreifach verzweigte Strukturen kommen nicht
vor bzw. liegen unter der Nachweisgrenze. Die Sialylierung der terminalen Galactose-Reste
ist bei beiden HCII-Varianten fast vollständig und lag bei 90 % (Plasma) bzw. 96 % (CHO).
Im Gegensatz zu Plasma-HCII sind die N-Glykane von CHO-HCII überwiegend (80-90 %)
proximal fucosyliert und die terminalen Sialinsäuren sind α(2→3) verknüpft anstatt α(2→6)
wie bei Plasma-HCII.
Auch Plasma-HCII trägt Fucose-Reste, die jedoch nicht mit dem proximalen N-Acetyl-
glucosamin-Rest verknüpft sind. Mit Hilfe der Tandem-ESI-MS konnte die Position bestimmt
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werden, indem von dem fucosylierten triantennären N-Glykan (m/z 3793) ein Tochter-
ionenspektrum erzeugt wurde. Dieses zeigte, daß die Fucose mit dem peripheren N-Acetyl-
glucosamin in Position 3 verknüpft ist. Eine in dieser Weise fucosylierte Kohlenhydrat- Se-
quenz (Abb. 42) entspricht der LewisX-Determinante. Etwa 60 % der triantennären N-
Glykane tragen ein oder zwei dieser LewisX-Motive.
Abb. 42: Biantennäres N-Glykan vom komplexen Typ (a), das den Hauptanteil der N-Glykane von HCII dar-
stellt. 7-8 % der N-Glykane sind triantennär und tragen am Trimannosyl-Core einen dritten Oligosaccharidrest
(R1). Eine proximale Fucose besitzen nur N-Glykane von HCII aus CHO-Zellen, während eine periphere Fuco-
sylierung der N-Glykane nur bei bei einem Anteil von Plasma-HCII detektiert wurde. HCII aus Plasma ist
α(2→6)-sialyliert, während CHO-Zellen Sialinsäuren in α(2→3)-Stellung verknüpfen.
b) Durch die periphere Fucosylierung in Position 3 des N-Acetylglucosamins entsteht ein LewisX-Motiv bzw. bei
terminaler Sialylierung ein Sialyl-LewisX-Motiv.
Tab. 14: Strukturvarianten der N-Glykane von HCII aus humanem Plasma und rekombinant aus CHO-Zellen.
Die enzymatisch abgespaltenen und desialylierten N-Glykane wurden mittels HPAEC-PAD getrennt. Zur Identi-






biantennär mit prox. Fucose - 82
biantennär mit peripherer Fucose (LewisX) 2 n.n.
triantennär 7,5 1,5
triantennär mit proximaler Fucose n.n. 7,6
triantennär mit peripherer Fucose (LewisX) 7 n.n.





















S β1 4α2 6/3 β1
R1










2.2 Analyse der Tyrosin-Sulfatierungen
Zur Untersuchung der Tyrosin-Sulfatierungen wurde HCII tryptisch verdaut und die Peptide
zunächst mit MALDI-TOF untersucht. Das Massenspektrum zeigte jedoch keine Sulfatreste
an den tryptischen Peptiden 43-65 und 66-101, die laut Hortin et al. (1986) die beiden sulfa-
tierten Tyrosin-Reste 60 und 73 enthalten. Durch den Einsatz besonders schonender Ionisie-
rungs-Bedingungen mit der ESI ließen sich im Massenspektrum die korrespondierenden Mas-
sen der sulfatierten Peptide nachweisen und der Sulfatierungsgrad quantifizieren. Ca. 90 %
des kleineren Peptids 43-65 waren in beiden HCII-Varianten sulfatiert. Das größerer Peptid
66-101 von Plasma-HCII war fast vollständig sulfatiert, während das entsprechende Peptid
von CHO-HCII zu 70-80 % Sulfatreste trug. Die Position der Sulfatreste in den beiden Pepti-
den ließ sich nicht mit ESI-MS/MS bestimmen. Beide Peptide enthalten jedoch nur jeweils
einen Tyrosin-Rest, der von dem typischen Sulfatierungs-Konsensus-Signal (Huttner 1987) (s.
Abschn. I.5.2) umgeben ist, so daß die Sulfatreste an diesen Tyrosin-Resten lokalisiert sein
müssten (Abb. 43).
Abb. 43: Tryptische Peptide von HCII aus humanem Plasma und CHO-Zellen, die mit Hilfe der ESI-MS auf
Sulfat-Reste untersucht wurden. Die typische Sequenz für Tyrosin-Sulfatierung (unterstrichen) und die wahr-







3 HCII-Bindung an extrazelluläre Matrix
Die Glykosaminoglykane (GAGs) Heparansulfat und Dermatansulfat sind Komponenten der
extrazellulären Matrix (ECM). Das Ziel der Versuche war der Nachweis einer Bindung von
HCII an diese GAG-Bestandteile der ECM. Zunächst wurde ein Modell-System (DASS-
Methode, s. Abschn. II.4.5) mit Heparin-Sepharose-Partikeln verwendet, um die fluoreszenz-
mikroskopischen in situ-Nachweismethoden zu etablieren.
3.1 Heparin-Sepharose als Modell für die extrazelluläre Matrix
Als Modell dienten die Partikel der Heparin-Sepharose CL6B (Durchmesser 45-165 µm),
wobei die an quervernetzte Agarose gekoppelten Heparin-Moleküle die Bindungsstellen für
HCII repräsentierten. HCII wurde mit zwei Methoden fluoreszenzmikroskopisch nachgewie-
sen: a) indirekt mit Immunfluoreszenz und b) direkt als FITC-markiertes Molekül.
3.1.1 Immunfluoreszenz-Nachweis von Plasma-HCII
Zunächst wurde versucht, Plasma-HCII auf Heparin-Sepharose-Partikeln bei physiologischer
Ionenstärke immunologisch zu detektieren. Eine Bindung von Plasma-HCII war unter den
gewählten Bedingungen jedoch nicht nachzuweisen. Als Ursache kam die Ionenstärke des
eingesetzten PBS-Puffers in Betracht, da PBS neben den puffernden Phosphatsalzen haupt-
sächlich NaCl (137 mM) enthält.
Betrachtet man das Elutionsverhalten von Plasma-HCII in der Affinitätschromatographie von
der verwendeten Heparin-Sepharose CL-6B, stellt man bereits ab einer NaCl-Konzentration
von 100 mM NaCl (Abb. 44) eine HCII-Elution fest.
Abb. 44: Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie von Plasma-HCII. Humanes Plasma wurde mit
PEG/BaCl2 gefällt und das in TCE-Puffer (s. Abschnitt II.3.1) gelöste Pellet auf eine Heparin-Sepharose-Säule
aufgetragen. Nach dem Waschen (50 mM Tris-HCl, pH7,4) erfolgte die Elution mit einem linearen Gradient von






















Offenbar findet bei der Immunfluoreszenz-Präparation (vgl. Abschnitt II.4.6.3) während der
einstündigen Inkubation mit Primär- und Sekundärantikörpern eine durch die Ionenstärke des
PBS-Puffers bedingte HCII-Ablösung von Heparin statt.
Um eine dauerhaftere Bindung von Plasma-HCII zu erzielen, wurde daraufhin versucht, einen
Immunfluoreszenz-Nachweis in NaCl-freiem 20 mM Phosphat-Puffer zu erreichen (Methode
s. Abschnitt II.4.5). Abbildung 45 zeigt ein deutliches Fluoreszenz-Signal der Heparin-
Sepharose-Partikel. Allerdings ist kein Unterschied in dem Fluoreszenz-Signal zwischen einer
Probe mit (Abb. 45b) und ohne HCII (Abb. 45a) zu erkennen. Der Primärantikörper zeigte
eine ausgeprägte unspezifische Bindung, da dessen Abwesenheit zu einer deutlich geringeren
Fluoreszenz führt (Abb. 45c). Die restliche Fluoreszenz ohne Primärantikörper (Abb. 45c)
weist auf die unspezifische Bindung des DTAF-gekoppelten Sekundärantikörpers hin.
Abb. 45: Heparin-Sepharose-Partikel. Immunfluoreszenz-Nachweis von HCII in NaCl-freiem Phosphatpuffer. a:
ohne HCII; b: mit HCII; c: ohne HCII und 1. Antikörper. (10 x Objektiv)
Unter diesen Bedingungen mit geringer Ionenstärke gelang der Nachweis mit Antikörpern
nicht, da offensichtlich beide Antikörper unspezifisch an die Heparin-Sepharose banden. Der
Grund für die unspezifische Bindung ist wahrscheinlich die ionische Wechselwirkung zwi-
schen geladenen Gruppen des Antikörpers mit den negativen Ladungen des Heparins.
3.1.2 Fluoreszenz-Nachweis von FITC-HCII
Der Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wurde kovalent an gereinigtes
Plasma-HCII gekoppelt, so daß für den in-situ-Nachweis keine zusätzlichen Antikörper mit





Zunächst konnte gezeigt werden, daß die NaCl-abhängige Bindung von HCII an Heparin auch
in der Fluoreszenzmikroskopie deutlich wurde. Bereits bei einer NaCl-Konzentration von 50
mM war eine deutlich geringere Bindung von FITC-HCII an Heparin-Sepharose zu erkennen
(Abb. 46). Bei höheren NaCl-Konzentrationen steigerte sich dieser Effekt, so daß bei 150 mM
kein Fluoreszenzsignal mehr zu erkennen war. Für den Nachweis der Spezifität der Bindung
wurde FITC-HCII in Gegenwart von Heparin als kompetitiven Liganden inkubiert (Abb. 47).
Bei 0,1 mg/ml Heparin konnte eine partielle Entfärbung der Heparin-Sepharose-Partikel beo-
bachtet werden. Bei 1,0 mg/ml Heparin war fast keine Fluoreszenz mehr sichtbar.
Kontrollversuche mit zu diesem Zweck hergestellten FITC-BSA zeigten unter den gewählten
NaCl-freien Bedingungen keine Bindung an Heparin-Sepharose (o. Abb.).
Abb. 46: NaCl-Abhängigkeit der Bindung von FITC-HCII an Heparin-Sepharose-Partikel. Heparin-Sepharose-
Partikel mit gebundenem HCII wurden mit 20 mM Phosphatpuffer mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen







Abb. 47: Hemmung der Bindung von FITC-HCII an Heparin-Sepharose-Partikel in NaCl-freiem Phosphatpuffer
in Gegenwart unterschiedlicher Heparin-Konzentrationen. a: 0 mg/ml Heparin; b: 0,1 mg/ml Heparin; c: 1,0
mg/ml Heparin. (10 x Objektiv)
3.2 Präparation von extrazellulärer Matrix
Zur Freilegung der ECM wurden verschiedene als Monolayer wachsende Zellinien (A549,
IMR-90, BAEC) mit 0,5 % Triton X-100 sowie mit einer Kombination aus 0,5% Triton X-
100 und 20 mM NH4OH inkubiert (s. Abschnitt II.4.6.2). Eine Behandlung lediglich mit 0,5%
Triton löste die Zellkerne nicht von der Unterlage ab. Entgegen den Angaben in der Literatur
ließen sich die Zellkerne nicht einfach abwaschen oder abpipettieren, sondern blieben über-
wiegend an der Unterlage fixiert. Im Lichtmikroskop ließen sich die Zellkerne bzw. deren
Reste gut erkennen (Abb. 48 c) und durch DAPI-Färbung nachweisen (Abb. 48 a), während
sich die sie fixierenden Cytoskelettbestandteile nicht identifizieren ließen. Letztere waren aber
wohl vorhanden, da sie den Zellkern umgeben und an dessen Fixierung an der Unterlage be-
teiligt sind (Alberts et al.1994).
Durch die Behandlung mit DNase I konnte die DNA des Zellkerns vollständig abgebaut wer-
den (Abb. 48a,b), so daß sie durch den DNA-bindenden Farbstoff DAPI nicht mehr anfärbbar
war. Zurück blieben granuläre Strukturen, bei denen es sich um die Reste von Nucleoli han-





Abb. 48: ECM-Präparation von A549-Zellen. a, c: Inkubation mit 0,5 % Triton, 15 min RT; b, d: Inkubation mit
0,5 % Triton 15 min RT und DNase I, 1 h; a, b: DAPI-Färbung; c, d: Durchlichtaufnahmen zu a, b. (40 x Objek-
tiv)
Abbildung 49 zeigt die Unterschiede zwischen der ECM-Präparation mit und ohne 20 mM
NH4OH. Durch NH4OH-Zusatz während der ECM-Präparation lösten sich die Zellkerne auf,
hinterließen jedoch DNA-Reste, die sich nicht vollständig entfernen ließen. Mit Hilfe der
DAPI-Färbung ließen sich diese nachweisen (Abb. 49b). Durch die Ammoniumhydroxid-
Behandlung lösten sich die Kernstrukturen vollständig auf, wobei allerdings fibrilläre DNA-
Reste übrigblieben. Dagegen stellen die im Durchlicht (Abb 49f) zu erkennenden fibrillären
Strukturen ECM dar. Der Vergleich von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen der NH4OH-
präparierten ECM (Abb. 49b,d,f) zeigt, daß die ECM-Strukturen auch DNA enthielten.
In der Literatur fanden sich keine Hinweise auf DNA-Reste bei der Präparation mit Triton X-
100/NH4OH, die je nach Fragestellung stören könnten. Für die Untersuchung der HCII-
Bindung an ECM war es jedoch wichtig, die DNA vollständig zu entfernen, da DNA als Poly-





Abb. 49: ECM-Präparation von IMR-90-Zellen mit Triton/NH4OH.
a, c, e: Präparation mit 0,5 % Triton; b, d, f: Präparation mit 0,5 % Triton/20 mM NH4OH. a+b: DAPI-Färbung;
c+d: DAPI-Färbung/Durchlicht; e+f: Durchlicht. (40 x Objektiv)
3.3 Bindung von Plasma-HCII an extrazelluläre Matrix
Die zunächst durchgeführten Versuche, Plasma-HCII bei physiologischer Ionenstärke (PBS)
auf den GAGs der ECM mittels Immunfluoreszenz nachzuweisen, waren negativ (nicht ge-
zeigt).
In weiteren Versuchen wurde kovalent mit FITC markiertes Plasma-HCII bei verringerter
Ionenstärke verwendet, um fluoreszenzmikroskopisch eine Bindung an die ECM nachzuwei-
sen (s. Abschnitt II.4.6.4).
In NaCl-freiem Phosphatpuffer konnte eine Bindung von FITC-HCII an ECM-Präparate be-
legt werden (Abb. 50a,c). Die Anfärbung der DNA mit DAPI zeigte jedoch, daß FITC-HCII
auch an Strukturen band, die DNA enthielten (Abb. 50b,d). Bei niedriger Ionenstärke war






Abb. 50: Bindung von FITC-markiertem HCII an die ECM von IMR 90-Zellen in NaCl-freiem Phosphatpuffer.
a+b: ECM-Präparation mit 0,5% Triton; c+d: ECM-Präparation mit 0,5 % Triton/NH4OH; a+c: FITC-
Fluoreszenz (FITC-HCII); b+d: Dapi-Färbung zu a bzw. c. (40 x Objektiv)
3.4 Bindung von HCII∆51-76 an extrazelluläre Matrix
HCII∆51-76 wurde rekombinant hergestellt (s. Abschnitt III.1.5.3), um Strukturen in der
ECM aufzufinden, die an die GAG-Bindungsstelle von HCII binden. Der Deletionsmutante
HCII∆51-76 fehlt die saure Domäne des N-Terminus, die beim Wildtyp-HCII mit GAGs um
die Bindungsstelle konkurriert. Durch die Deletion ist die Heparin-Affinität von HCII deutlich
höher (s. Abschn. III.5.2), so daß eine ausreichend feste Bindung für den in situ-
Immunfluoreszenznachweis bei physiologischer Ionenstärke zu erwarten war.
Bei diesen Versuchen wurden ECM-Präparate von Endothelzellen aus Rinderaorten einge-
setzt. Für den Nachweis, daß es sich um eine spezifische Bindung der GAG-Bindungsstelle
von HCII∆51-76 handelte, wurde HCII∆51-76 mit ansteigenden Konzentrationen von Derma-
tansulfat inkubiert (s. Abschn. II.4.6.3). In Abbildung 51 a) und b) ist das Immunfluoreszenz-
Signal ohne bzw. mit HCII∆51-76 zu sehen. Bei physiologischer Ionenstärke des PBS-Puffers
sind nur schwache und unspezifische Signale durch Primär- und Sekundärantikörper zu er-
kennen (Abb. 51a). Wurde hingegen mit HCII∆51-76 vorinkubiert, ist ein intensives Fluores-
zenzsignal zu beobachten(Abb. 51b). Bei gleichzeitiger Inkubation von HCII und Dermatan-
sulfat verschwand das Fluoreszenzsignal bei einer Dermatansulfatkonzentration von
100 µg/ml (Abb. 51c,d). Es muß daher davon ausgegangen werden, daß durch das lösliche






Abb. 51: Immunfluoreszenznachweis der spezifischen Bindung von HCII∆51-76 bei physiologischer Ionenstär-
ke (PBS) an die ECM von BAEC-Zellen. Die Präparation der ECM wurde mit 0,5% Triton/NH4OH durchge-
führt. a: ohne HCII∆51-76; b-d: mit HCII∆51-76; b: ohne Dermatansulfat; c: HCII∆51-76 und 0,1 mg/ml Der-





4 Glykosaminoglykan-Bindung von HCII, AT und deren Thrombin-Komplexe
Die Eigenschaft von HCII, an Heparin und andere Glykosaminoglykane (GAGs) zu binden,
steht im Zusammenhang mit der in weiten Teilen noch ungeklärten Physiologie dieses
Thrombin-Inhibitors. Auch viele Details des Inhibitions-Mechanismus sind nicht vollständig
aufgeklärt.
Deshalb schien es lohnend, das Bindungsverhalten von Thrombin-HCII-Komplexen (THCII)
und der Einzelkomponenten HCII und Thrombin an GAGs zu vergleichen. Vergleichend
wurde die Methode auch mit Antithrombin (AT), Thrombin und deren Komplexen (TAT)
angewendet. Die Bestimmung der ionenstärkeabhängigen Bindungsaffinität erfolgte mit den
GAGs Heparin und Dermatansulfat. Als Maß für die Affinität diente die NaCl-Konzentration,
bei der eine Elution von Säulen mit immobilisiertem Heparin bzw. Dermatansulfat erfolgte.
Die Thrombin-Inhibitor-Komplexbildung geschah in Abwesenheit von aktivierenden GAGs.
Es wurden dazu equimolare Mengen von Inhibitor (HCII bzw. AT) und Thrombin − wie in
Abschnitt II.5.3.2 beschrieben − inkubiert und anschließend verbleibendes nicht komplexier-
tes Thrombin durch den niedermolekularen Serin-Protease-Inhibitor Phenylmethylsulfo-
nylfluorid (PMSF) blockiert.
Der lineare NaCl-Gradient der Elution war so ausgelegt, daß die NaCl-Konzentration je Frak-
tion um 50 mM (bzw. um 100 mM bei den Versuchen mit AT) anstieg. Die NaCl-
Konzentration in den Fraktionen wurde mit dem Leitfähigkeitsmonitor der FPLC-Anlage be-
stimmt.
Die Analyse der Proteine in den Elutionsfraktionen erfolgte mit einem bispezifischen Wes-
tern-Blot, so daß jeweils alle drei Komponenten (Thrombin, Serpin, sowie der Thrombin-
Serpin-Komplex) gleichzeitig nachgewiesen werden konnten. Da durch die PAGE des Wes-
tern-Blots die Trennung der Proteine nach ihrer Molmasse erfolgte, konnte dadurch auch die
Integrität der eluierten Proteine beurteilt werden. Dies war wichtig, da die Inhibitoren HCII
und AT zwar Komplexe mit Thrombin bilden, aber die Möglichkeit der Bildung von proteoly-
tischen Spaltprodukten durch die Protease Thrombin bestand.
4.1 Affinität von HCII, AT sowie deren Thrombin-Komplexe zu Heparin
Die Elution von gereinigtem Plasma-HCII erfolgte unter den gewählten Bedingungen von der
Heparin-Sepharose-Säule bei 180–280 mM NaCl, wobei ein kleiner Anteil erst bei 330 mM
NaCl eluierte (Abb. 52). Das Maximum der HCII-Elution lag bei dem gezeigten Western-Blot
bei der 230 mM-Fraktion. Der Mittelwert aus fünf Versuchen betrug 210 mM NaCl (Tab. 15).
Der Komplex aus HCII und Thrombin (THCII) eluierte deutlich später mit einem Maximum
bei 330 bis 380 mM NaCl. Die Thrombin-Elution erfolgte zwischen 430 und 530 mM NaCl,
wobei sich das meiste Thrombin in der 480 mM-Fraktion befand (Abb. 52).
Dieses unterschiedliche Elutionsverhalten zeigt, daß die Heparinbindungsstelle des Komple-
xes nicht identisch mit einer der Bindungsstellen der unkomplexierten Proteine sein kann. Die
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Komplexierung von HCII und Thrombin muß demnach Auswirkungen auf die Konformatio-
nen oder die sterische Zugänglichkeit der Bindungsstellen haben.
Abb. 52: Fraktionierung von HCII, Thrombin (T) und deren Komplex (THCII).
Die HCII/Thrombin-Komplexierungsansätze wurden auf eine Heparin-Sepharose-Säule aufgetragen. Die Elution
erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten und der Nachweis der Komponenten mit einem bispezifischen
Western-Blot (anti-Thrombin und anti-HCII). Pfeile: NaCl-Konzentration der jeweiligen Elutions-Fraktion. P:
Probe vor der Fraktionierung. Spur 1-13: Elutionsfraktionen mit je 50 mM NaCl ansteigender NaCl-
Konzentration.
Unter vergleichbaren Bedingungen wurde auch die Affinität von AT und dessen Thrombin-
komplex TAT für Heparin gemessen. In Abbildung 53 ist zu sehen, daß AT über einen weiten
Bereich zwischen 470 und 1070 mM NaCl eluierte. Der Komplex aus AT und Thrombin elu-
ierte bei einer NaCl-Konzentration von 370 bis 570 mM mit einem Maximum bei 470 mM
NaCl. Das Maximum der Thrombin-Elution bei 470 mM NaCl war vergleichbar mit dem
THCII-Versuch (Abb. 52).
Von AT kommen im Blutplasma zwei Varianten vor: 90 % des AT ist mit vier N-Glykanen
vollständig glykosyliert, eluiert bei 0,9 M NaCl und wird als ATα bezeichnet. ATβ fehlt ein N-
Glykan am Asparagin 135 und eluiert bei 1,4 M NaCl von Heparin-Sepharose (Peterson &
Blackburn 1985, Brennan et al. 1987, Picard et al. 1995). Das verwendete kommerziell erhält-
liche AT bestand offensichtlich überwiegend aus ATα, da ein zweiter Elutions-Peak bei höhe-
rer NaCl-Konzentration nicht beobachtet wurde.
Der TAT-Komplex bindet deutlich schwächer als freies AT, was sich in Übereinstimung mit
der Literatur befindet (Carlström et al. 1977, Beeler et al. 1979).
Der TAT-Komplex zeigte das gleiche Elutionsverhalten wie Thrombin. Aus diesem Befund
läßt sich jedoch nicht unbedingt der Schluß ziehen, daß die Bindung des Komplexes aus-










Abb. 53: Fraktionierung von AT, Thrombin (T) und deren Komplex (TAT).
Die AT/Thrombin-Komplexierungsansätze wurden auf eine Heparin-Sepharose-Säule aufgetragen. Die Elution
erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten und der Nachweis der Komponenten mit einem bispezifischen
Western-Blot (anti-Thrombin und anti-AT). Pfeile: NaCl-Konzentration der jeweiligen Elutions-Fraktion. P:
Probe vor der Fraktionierung. Spur 1-13: Elutionsfraktionen mit je 100 mM NaCl ansteigender NaCl-
Konzentration.
Vergleicht man die ermittelten Heparin-Affinitäten mit den entsprechenden Literaturdaten,
findet man überwiegende Übereinstimmung bei den Werten für HCII, AT, TAT und Throm-
bin (Tab. 15). Die Elution des THCII-Komplexes von Heparin-Sepharose wurde bisher noch
nicht untersucht bzw. veröffentlicht. Maekawa und Tollefsen (1996) verwendeten zwar Hepa-
rin-Sepharose-Affinitätschromatographie um HCII und THCII zu trennen, machten aber keine
Angaben zur NaCl-Konzentration der jeweiligen Elutionsfraktionen.
Die auftretenden Differenzen zu den Literaturdaten können auf unterschiedliche Versuchsbe-
dingungen zurückgeführt werden. Bei Pratt et al. (1992) wurde neben der Heparin-Sepharose
CL-6B auch noch eine andere Heparin-Agarose-Matrix verwendet, bei der sich ein deutlich
abweichendes Elutionsverhalten von HCII und AT zeigte. Als weitere abweichende Ver-
suchsbedingungen kommen Temperatur, lineare Flußgeschwindigkeit, Pufferzusammenset-










Tab. 15: Vergleich der mit Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie (HS-AC) ermittelten NaCl-
Elutionswerte von humanem HCII, AT und deren Thrombin-Komplexe mit Literaturdaten.
Protein HS-AC Lit.-Werte Ref.
NaCl [M] NaCl [M]
HCII 0,21 0,15 Tollefsen et al. 1982
0,18 Liaw et al. 1999
0,37* + 0,22* Pratt et al. 1992
0,40 Gettins et al.1996
THCII 0,34 -
-
AT 0,77 0,8** Carlström et al. ,1977
0,93* + 0,75* Pratt et al. 1992
0,9 Gettins et al.1996
ATα: 0,9-1,0 Peterson & Blackburn 1985
ATβ: 1,4 Peterson & Blackburn 1985
TAT 0,47 0,5 M ** Carlström et al.1977
T 0,48 0,5-0,6 Ding & Xu 1995
0,6 Phillips et al. 1993
0,64 Pratt & Church 1992
0,65 Han & Tollefsen 1998
* Werte wurden mit verschieden Heparin-Affinitätschromatographie-Matrizes ermittelt
** Rinder-AT und -Thrombin
4.2 Affinität von HCII, AT sowie deren Thrombin-Komplexe zu Dermatansulfat
Dermatansulfat ist ein GAG, das bevorzugt die HCII-Thrombin-Reaktion katalysiert, jedoch
nicht in der Lage ist, die AT-Thrombin-Inhibition zu beschleunigen.
HCII eluierte unter den gewählten Bedingungen von DS-Agarose bei 110-160 mM NaCl
(Abb. 54). Auch der THCII-Komplex zeigte eine vergleichbare Affinität, da er ebenfalls bei
110-160 mM NaCl eluierte. Thrombin band etwas fester und eluierte erst bei 210-260 mM
NaCl. Der Komplex zeigt also eine mit HCII vergleichbare Affinität, die jedoch geringer ist
als die von Thrombin.
Dermatansulfat und Heparin binden an Thrombin über die anionenbindende Exosite II, die
allerdings für den eigentlichen Inhibitions-Mechanismus mit HCII kaum (Heparin) oder gar
nicht (Dermatansulfat) benötigt wird (Sheehan et al. 1994).
Da der THCII-Komplex schwächer an Dermatansulfat bindet als Thrombin, scheint dessen
Exosite II infolge der Komplexbildung an Affinität zu verlieren. Auch eine alleinige oder zu-
sätzliche Bindung über die GAG-Bindungsstelle von HCII kommt in Frage.
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Abb. 54: Fraktionierung von HCII, Thrombin (T) und deren Komplex (THCII).
Die HCII/Thrombin-Komplexierungsansätze wurden auf eine Dermatansulfat-Agarose-Säule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten und der Nachweis der Komponenten mit einem bispezifi-
schen Western-Blot (anti-Thrombin und anti-HCII). Pfeile: NaCl-Konzentration der jeweiligen Elutions-
Fraktion. H: gereinigtes Plasma HCII; P: Probe vor der Fraktionierung. Spur 1-12: Elutionsfraktionen mit je
50 mM NaCl ansteigender NaCl-Konzentration.
Abb. 55: Fraktionierung von AT, Thrombin (T) und deren Komplex (TAT).
Die AT/Thrombin-Komplexierungsansätzte wurden auf eine Dermatansulfat-Agarose-Säule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten und der Nachweis der Komponenten mit einem bispezifi-
schen Western-Blot (anti-Thrombin und anti-AT). Pfeile: NaCl-Konzentration der jeweiligen Elutions-Fraktion.


















Das Elutionsverhalten von AT und dessen Thrombin-Komplex zeigt Abb. 55. AT eluierte
über einen breiten Ionenstärkebereich mit einem Schwerpunkt bei 310 bis 410 mM NaCl. Der
TAT-Komplex eluierte bereits bei einer niedrigeren NaCl-Konzentration um 210 mM NaCl.
Auch Thrombin befand sich in den Fraktionen mit dieser NaCl-Konzentration. TAT und
Thrombin besitzen demnach eine vergleichbare Affinität zu der verwendeten Dermatansulfat-
Matrix. Dies könnte auf eine Dermatansulfat-Bindung des Komplexes über Thrombin hinwei-
sen, die beim unkomplexierten Thrombin über Exosite II erfolgt (Sheehan et al. 1994).
Vergleicht man die ermittelten Werte mit entsprechenden Literaturdaten (Tab. 16), so lassen
sich Diskrepanzen feststellen. Als Ursache spielt sicher die Methodik eine Rolle, da außer bei
Sheehan et al. (1994) immobilisiertes HCII und AT anstatt Dermatansulfat als Affinitäts-
Matrix verwendet wurde. Auch die Herkunft des Dermatansulfats hat einen Einfluß, wie Ver-
suche bei Sinniger et al. (1993) zeigten. Die gemessene hohe Affinität von AT zu Dermatan-
sulfat steht im Widerspruch zur Literatur und könnte ein Artefakt darstellen. Als Ursache läßt
sich eine Verunreinigung der Dermatansulfat-Agarose mit Heparin nicht ausschließen. Das
Dermatansulfat-Ausgangsmaterial für die Kopplung wurde nicht mit salpetriger Säure behan-
delt (Teien et al. 1976), um eine mögliche Verunreinigung mit Heparin abzubauen. Auch ü-
bersulfatiertes DS zeigt eine gewisse Affinität zu AT (Sinniger et al. 1993). Für die
Interpretation der Daten sind neben den absoluten Werten besonders die relativen
Unterschiede in der Affinität zu den GAGs wichtig.
Der Vergleich der GAG-Affinitäten von HCII und AT mit der Affinität der jeweiligen Kom-
plexe läßt Rückschlüsse auf die jeweilige GAG-Bindungsstelle zu. Dies wird in Abschnitt
IV.4 diskutiert.
Tab. 16: Vergleich der mit Dermatansulfat-Agarose-Affinitätschromatographie (DS-AC)
ermittelten NaCl-Elutionswerte von humanem HCII, AT und deren Thrombinkomplexe mit
Literaturdaten. Die Literaturwerte für HCII und AT wurden mit immobilisierten HCII bzw.
AT ermittelt, wobei gebundenes Dermatansulfat mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert
wurde.
Protein DS-AC Lit.-Werte
NaCl [M] NaCl [M] Ref.
HCII 0,14 0,25, 0,30** Maimone & Tollefsen 1990
0,3 Tollefsen et al. 1986
0,3* 0,38* 0,37* Sinniger et al. 1993
THCII 0,14 -
-
AT 0,36 < 0,15 Sinniger et al. 1993
TAT 0,24 - -
T 0,24 0,24 Sheehan et al. 1994
* je nach DS-Herkunft
** hochaffine Hexasaccharide
Ein Kontrollversuch sollte zeigen, ob sich das Elutionsverhalten von HCII und AT durch den
Kontakt mit Thrombin während der Komplexierungsreaktion durch proteolytischen Verdau
verändert hatte. Abbildung 56 zeigt das Elutionsverhalten von HCII- und AT-Präparaten, die
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keinen Kontakt mit Thrombin hatten. Beide Proteine eluierten bei der gleichen NaCl-
Konzentration wie HCII bzw. AT, das während der Komplexierungsreaktion mit aktivem
Thrombin inkubiert wurde. Thrombin scheint also unter den gewählten Komplexierungs-
Bedingungen das Elutionsverhalten von unkomplexierten HCII und AT nicht zu beeinflussen.
Abb. 56: Fraktionierung von HCII und AT, die nicht mit Thrombin inkubiert wurden.
HCII und AT wurden auf eine Dermatansulfat-Agarose-Säule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linea-
ren NaCl-Gradienten und der Nachweis der Komponenten mit einem bispezifischemWestern-Blot (anti-HCII
und anti-AT). Pfeile: NaCl-Konzentration der jeweiligen Elutions-Fraktion. P: Probe vor der Fraktionierung.
Spur 1-10: Elutionsfraktionen mit je 50 mM NaCl ansteigender NaCl-Konzentration.
HCII
AT





5 Heparin-Affinität von HCII-Varianten
Die Untersuchung der Heparin-Bindungseigenschaften von HCII-Varianten geschah vor dem
Hintergrund, daß z.B. bei ATβ ein fehlendes N-Glykan zu einer erhöhten Heparin-Affinität
führt (Brennan et al. 1987) und es Hinweise gibt, daß die Tyrosin-Sulfatierung von HCII die
Heparin-Affinität herabsetzen könnte (Ragg et al. 1990a,b).
Verschiedene HCII-Varianten wurden hergestellt, um deren Heparin-Affinität mit Hilfe der
Heparin-Affinitätschromatographie zu bestimmen. Diese HCII-Varianten waren geeignet, den
Einfluß von posttranslationalen Modifikationen auf die Affinität gegenüber Heparin zu über-
prüfen.
Der Einfluß der N-Glykane von HCII auf die Heparin-Affinität ließ sich mit verschiedenen
N-glykanfreien HCII-Varianten untersuchen. Die N-Glykosylierung wurde einerseits metabo-
lisch durch die Inkubation HCII-produzierender Zellen (HepG2, CHOHCII) mit dem
N-Glykosylierungshemmer Tunicamycin unterdrückt. Andererseits konnte ebenfalls
N-glykanfreies HCII durch die Expression von Wildtyp-HCII und der Deletionsmutante
HCII∆51-76 in E. coli gewonnen werden, da E. coli keine Glykosylierungen durchführt (Ba-
neyx 1999).
HCII enthält als weitere, bisher nachgewiesene posttranslationale Modifikation zwei sulfatier-
te Tyrosin-Reste (Hortin et al. 1986). Auch zur Analyse der Proteinsulfatierung stand ein me-
tabolischer Inhibitor zur Verfügung: Das Chlorat-Ion hemmt kompetitiv das Enzym Tyro-
sylprotein-Sulfotransferase (Baeuerle & Huttner 1986), so daß sulfatfreies, aber dennoch
N-glykosyliertes HCII in CHO-Zellen produziert werden konnte.
5.1 Wildtyp-HCII aus E. coli
Hinsichtlich der HCII-Affinität zu Heparin gibt es deutliche Unterschiede zwischen Wildtyp-
HCII aus eukaryotischen und prokaryotischen Expressionssystemen.
Wildtyp-HCII wurde in der AG Zelluläre Genetik von F. Krepulat in dem E. coli-Stamm
BL21(DE3) exprimiert (Krepulat 1999). Einige Versuche zur Etablierung der Aufreinigung
wurden zusammen mit F. Krepulat durchgeführt. Bei dem ersten Reinigungsschritt mit Hepa-
rin-Sepharose kam ein Stufengradient zum Einsatz, bei dem das Wildtyp-HCII aus E. coli
zwischen 0,2 und 0,5 M NaCl eluierte (Krepulat 1999). Die in Vorversuchen mit einem linea-
ren Gradienten ermittelte Elution lag bei 0,44 M NaCl.
In der Literatur sind übereinstimmend ebenfalls Werte um 0,4 M NaCl für die Elution zu fin-
den (Tab. 17). Das in E. coli erzeugte Wildtyp-HCII besitzt eine deutlich höhere Affinität zu
Heparin als Plasma-HCII, welches bei 0,21 M NaCl eluiert (s. Abschnitt III.3.1). Als Ursache
kommen die von E. coli nicht ausgeführten posttranslationalen Modifikationen, insbesonders
N-Glykosylierungen und Tyrosin-Sulfatierungen, in Frage.
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Tab. 17: Heparin-Affinität von rekombinantem humanem
Wildtyp-HCII aus E. coli (Literaturwerte).
NaCl [M] Ref.
0,35 Blinder & Tollefsen 1990
0,36 Van Deerlin & Tollefsen 1991
0,38 Whinna et al. 1991
0,45 Han & Tollefsen 1998
5.2 HCII∆51-76 aus E. coli
Der HCII-Mutante HCII∆51-76 fehlt im N-terminalen Bereich eine saure Domäne, die nach
dem Modell von Ragg et al. (1990a,b) mit der Heparinbindungsstelle von HCII wechselwirkt
und durch Kompetition die Heparin-Affinität herabsetzt. Die Expression von HCII∆51-76 in
E. coli BL21(DE3) wurde in Abschnitt III.1.4 beschrieben. Um die Heparin-Affinität zu be-
stimmen, wurde HCII∆51-76 mit einem linearen NaCl-Gradienten von Heparin-Sepharose
eluiert. Der Mittelwert von mehreren Versuchen lag bei 860 mM NaCl (Abb. 57).
Diese hohe Affinität entsteht vermutlich dadurch, daß der N-Terminus nicht mehr an die He-
parin-Bindungsstelle binden kann und diese dadurch für Heparin besser zugänglich ist. We-
gen der fehlenden Kompetition zwischen Heparin und dem N-Terminus entspricht diese Affi-
nität demnach der intrinsischen Affinität der GAG-Bindungsstelle zu Heparin.
N-terminale Deletionsmutanten (HCII-∆72, HCII-∆74) mit Deletionen der Aminosäurereste
1-72 bzw. 1-74 die ebenfalls in E. coli exprimiert wurden, zeigten eine vergleichbar hohe Af-
finität zu Heparin mit einer Elution bei 0,72-0,77 M NaCl (Van Deerlin & Tollefsen 1991).
Dieser etwas niedrigere Wert der NaCl-Konzentration steht wahrscheinlich im Zusammen-
hang mit der etwas höheren Ionenstärke des bei van Deerlin & Tollefsen verwendeten Puffers,
der 50 mM Tris-HCl Puffer enthielt. Bei dem in Abb. 57 beschriebenen Versuch waren ledig-
lich 20 mM Tris-HCl im Puffer enthalten. Eine in BHK-Zellen erzeugte HCII-∆74 Deleti-
onsmutante eluierte bei 700 mM NaCl von Heparin-Sepharose (Liaw et al. 1999). Dieses im




Abb. 57: Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie. Elution von HCII∆51-76 mit einem linearen NaCl-
Gradienten in 20 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA pH 7,4. Dargestellt sind die mit ELISA gemessenen HCII-
Konzentrationen der Elutionsfraktionen von vier Läufen.
Damit liegt die Bindungsaffinität dieser HCII-Mutanten auf dem Niveau von ATα, das bei
etwa 0,8 M NaCl eluiert (Abschn. III.4.1, Peterson & Blackburn 1985). AT bindet mit dieser
hohen Affinität allerdings nur an eine bestimmte Pentasaccharid-Sequenz (s. Abb. 9c), die
lediglich in einem Drittel der Moleküle in kommerziell erhältlichen Heparin-Präparationen
enthalten ist (Oscarsson et al. 1989). Nieder-affines Heparin ohne diese Pentasaccharid-
Sequenz eluiert von immobilisiertem AT bereits unterhalb von 0,2 M NaCl (Höök et al.
1976). Bei Heparin ist im Gegensatz zu Dermatansulfat keine Sequenzspezifität für HCII
festgestellt worden (Petitou et al. 1988). Jedoch steigt mit einer höheren Ladungsdichte des
Heparin-Polymers die Affinität zu HCII.
5.3 HCII aus Tunicamycin-behandelten CHO- und HepG2-Zellen
HCII ist ein Glykoprotein mit drei potentiellen N-Glykosylierungsstellen in den Positionen
30, 169 und 368 (Ragg 1986), die sich in der Aminosäure-Sequenz mit Hilfe der Konsensus-
Sequenz identifizieren (s. Abschn. I.5.1) lassen. Die Verwendung des N-Glykosylierungs-
Inhibitors Tunicamycin (s. Abschn. II1.9.1) erlaubte eine spezifische Unterdrückung der
N-Glykosylierung während der Protein-Biosynthese.
5.3.1 Hemmung der N-Glykosylierung mit Tunicamycin
Um die Auswirkung der N-Glykosylierung auf die Heparin-Affinität zu untersuchen, wurde in
CHOHCII- und HepG2-Zellen exprimiertes HCII verwendet, dessen N-Glykosylierung mit
Tunicamycin metabolisch gehemmt war. Diese Zellen sollten sulfatiertes HCII exprimieren,
das jedoch keine N-Glykane trägt.
Die Wirkung von Tunicamycin auf die Glykosylierung von HCII ist dosisabhängig, wie Ab-


















tern-Blot vier Banden zu erkennen (Abb. 58a Spur 2 u. 58b). Höhere Konzentrationen als 0,2
µg/ml erzielen keine weitere Glykosylierungs-Hemmung. Auch bei der höchsten eingesetzten
Konzentration sind Spuren von voll glykosyliertem HCII im Überstand enthalten. Die unterste
Bande in den Spuren 2-6 entspricht unglykosyliertem HCII, da es die gleiche Molekularmasse
von 64 kD aufweist wie mit PNGase F N-deglykosyliertes HCII (Abb. 58 Spur 7). Auch HCII
aus E. coli und chemisch mit Trifluormethansulfonsäure (TFMS) deglykosyliertes HCII zeigt
in der SDS-PAGE eine Molekularmasse von 64 kD (Eckert 1999).
Die vier Banden in Spur 2 (Abb. 58a u. b) repräsentieren vermutlich die vier möglichen Gly-
kosylierungs-Zustände von HCII mit null bis drei N-Glykanen. CHO-Zellen glykosylieren
demnach alle drei Konsensus-Sequenzen. Pro N-Glykan erhöht sich die apparente Moleku-
larmasse von HCII im SDS-Gel um 3-6 kD, ein Effekt, der auch bei rekombinantem CHO-AT
zu beobachten ist (Ni et al. 2000).
Abb. 58: Western-Blot zum Nachweis der Wirkung von Tunicamycin auf rekombinantes HCII aus CHO-Zellen.
a) Überstände von Tunicamycin-behandelten CHOHCII-Zellen.
M: LMW-Marker; Spur 1: 0 µg/ml Tunicamycin; Spur 2: 0,1 µg/ml Tunicamycin; Spur 3: 0,2 µg/ml Tunicamy-
cin; Spur 4: 0,5 µg/ml Tunicamycin; Spur 5: 1,0 µg/ml Tunicamycin; Spur 6: 10 µg/ml Tunicamycin; Spur7:
Plasma-HCII, PNGase-F-verdaut.
b) Spur 2 in anderer Darstellung (mit gesteigerter Helligkeit und größerem Kontrast), um die Einzelbanden
sichtbar zu machen.
5.3.2 Heparin-Affinität von HCII aus Tunicamycin-behandelten Zellen
Die Herstellung von N-glykanfreiem HCII erfolgte in CHOHCII- und HepG2-Zellen in Ge-
genwart von Tunicamycin. Das HCII wurde anschließend auf seine Heparin-Affinität unter-
sucht. Jeweils etwa 50 ml durch Dialyse entsalzte Kulturüberstände wurden auf eine Heparin-
Sepharose-Säule aufgetragen und nach dem Waschen mit einem linearen NaCl-Gradienten








eluiert (s. Abschn. II.5.7). Die Fraktionen wurden mit Hilfe der SDS-PAGE getrennt und
geblottet.
Die Fraktionierung des CHO-Überstandes ist in Abbildung 59 (Spuren 1-10) dargestellt. Bei
78 kD (Spur 5) ist in der Immundetektion eine HCII-Bande sichtbar, deren apparente Moleku-
larmasse voll glykosyliertem HCII entspricht. In der Probe (Spur P) ist diese Bande wegen der
geringen aufgetragenen Menge nicht zu sehen. Bereits in Vorversuchen (Abb. 58) wurde beo-
bachtet, daß Tunicamycin-behandelte CHO-Zellen einen kleinen Anteil voll glykosyliertes
HCII produzieren. Die HCII-Bande bei 64 kD entspricht auf Grund der Molekularmasse un-
glykosyliertem HCII. Vollständig glykosyliertes CHO-HCII (78 kD) eluiert bei 280 mM
NaCl, während die Elution von unglykosyliertem HCII (64 kD) bei 330 mM NaCl erfolgt.
Abb. 59: Einfluß des N-Glykosylierungs-Inhibitors Tunicamycin auf die Heparin-Bindung von HCII aus CHO-
Zellen. Der Überstand von Tunicamycin (1 µg/ml) behandelten CHOHCII-Zellen wurde auf eine Heparin-
Sepharose-Säule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten. P: CHOHCII-Überstand;
M: Größenmarker (LMW); Spur 1-10: Elutionsfraktionen mit je 50 mM höherer NaCl-Konzentration.
HepG2-Zellen stellten eine zweite Quelle für humanes HCII dar und wurden ebenfalls ver-
wendet, um mit Tunicamycin N-glykanfreies HCII herzustellen. Das Elutionsverhalten an
Heparin-Sepharose zeigt Abbildung 60. Bei der Tunicamycin-Hemmung der N-
Glykosylierung entstanden zusätzliche HCII-Banden, die unvollständig N-glykosyliertes HCII
darstellen (s. Abschnitt III.4.3.1). Es sind wie auch beim HCII aus CHOHCII-Zellen (Abb. 58)
vier Banden zu sehen, die wahrscheinlich HCII mit null bis drei N-Glykanen repräsentieren.
Die Bande bei 78 kD (Abb. 60) entspricht voll glykosyliertem HCII, das bei 230-280 mM
NaCl eluiert, während die Elution von unglykosyliertem HCII (64 kD) bei 280-330 mM NaCl
erfolgt. Die beiden Zwischenbanden bei 72 und 67 kD, die ein- und zweifach glykosyliertem
HCII entsprechen, liegen in ihrer Heparin-Affinität zwischen dem nicht und dem voll glyko-
sylierten HCII. Wie auch beim CHO-HCII war eine Verschiebung der Heparin-Elution um ca.
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50 mM NaCl zu beobachten. Die vollständige Entfernung der N-Glykane führt demnach zu
einer leichten, aber reproduzierbaren Erhöhung der Heparin-Affinität von HCII.
Abb. 60: Einfluß des N-Glykosylierungs-Inhibitors Tunicamycin auf die Heparin-Bindung von HCII aus
HepG2-Zellen. Der Überstand von Tunicamycin (2 mg/ml) behandelten HepG2-Zellen wurde auf eine Heparin-
Sepharose-Säule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten. P: HepG2-Überstand
(HCII-Banden nur bei längerer Belichtungszeit sichtbar); M: Größenmarker (LMW); Spur 1-12: Elutionsfraktio-
nen mit je 50 mM höherer NaCl-Konzentration.
5.4 HCII aus Chlorat-behandelten CHO-Zellen
Durch den Zusatz von Chlorat zum Kulturmedium sollte die Sulfatierung der Tyrosin-Reste
60 und 73 inhibiert werden, die im Plasma-HCII Sulfatgruppen tragen (Hortin et al. 1986).
HCII-haltige Überstände (50 ml) von Chlorat-behandelten CHOHCII–Zellen (s Abschn.
II.1.9.2) wurden durch Dialyse entsalzt und auf eine Heparin-Sepharose-Säule aufgetragen.
Die Heparin-Affinität wurde dann mit einem linearen NaCl-Gradienten bestimmt (s. Abschn.
II.5.7), wobei zur Auswertung wieder der Western-Blot verwendet wurde.
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Abb. 61: Einfluß des Sulfatierungs-Inhibitors Chlorat auf die Heparin-Bindung von HCII aus CHO-Zellen. Frak-
tionierung des Überstandes von CHOHCII-Zellen, die in sulfatfreiem Medium ohne Chlorat (a) und mit 20 mM
Chlorat (b) inkubiert wurden. Die Elution von der Heparin-Sepharose erfolgte mit einem linearen NaCl-
Gradienten.
a) P: Überstand von CHOHCII-Zellen ohne Chlorat; Spur 1-12: Elutionsfraktionen mit je 50 mM höherer NaCl-
Konzentration.
b) P: Überstand von CHOHCII-Zellen mit 20 mM Chlorat; Spur 1-11: Elutionsfraktionen mit je 50 mM höherer
NaCl-Konzentration.
Das Elutionsprofil von Chlorat-behandeltem HCII (Abb. 61b) ließ zwei Maxima mit gleicher
apparenter Molekularmasse erkennen. Das erste Maximum lag bei 270 mM NaCl und hatte
damit den gleichen Wert wie nicht Chlorat-behandeltes CHO-HCII im Kontrollversuch (Abb.
61a). Das zweite Maximum lag bei 430 mM NaCl. Da das zweite Maximum im Kontrollver-
such nicht auftritt, müßte bei 430 mM NaCl eluierendes HCII eine durch Chlorat inhibierte
unsulfatierte HCII-Variante darstellen.
Einen weiteren Versuch gibt Abbildung 62 wieder, dessen Elutionsfraktionen mit dem Wes-
tern-Blot (o. Abb.) und mit dem ELISA ausgewertet wurden. Dort traten zwei Maxima bei
250 bzw. 410 mM NaCl auf. Das zweite Maximum ist geringer ausgeprägt als bei dem Ver-
such in Abbildung 61b. Dies ist vermutlich auf Unterschiede in der Chlorat-Konzentration
und anderes Medium zurückzuführen. Offensichtlich führt eine höhere Chlorat-Konzentration
in Verbindung mit Chlorat-freiem Medium (Abb. 61b) zu einer effizienteren Sulfatierungs-
Inhibition.
Die Ursache für die erhöhte Affinität des unsulfatierten HCII kann mit der Struktur von HCII
erklärt werden: Die sulfatierten Tyrosine befinden sich in der sauren N-terminalen Domäne,
HCII
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die in Abwesenheit von GAGs intramolekular an die basische GAG-Bindungsstelle von HCII
bindet (Ragg et al. 1990a, Van Deerlin & Tollefsen 1991). Die zwei fehlenden negativen La-
dungen der Sulfatreste müßten demzufolge die Wechselwirkung mit der positiv geladenen
GAG-Bindungsstelle schwächen und dadurch die GAG-Bindungsaffinität erhöhen (vergl.
Abb. 2 u. 5 in Abschn. I.3.3).
Im Gegensatz zu fehlenden N-Glykanen von HCII, die sich je N-Glykan an einer um 3-6 kD
reduzierten apparenten Molekularmasse erkennen ließen, ist von den vergleichsweise kleinen
Sulfatgruppen keine erkennbare veränderte elektrophoretische Mobilität des SDS-
komplexierten Proteins zu erwarten. Der Western-Blot konnte daher keinen Hinweis auf die
Sulfatierung von HCII geben. Das unsulfatierte HCII müßte jedoch einen höheren isoelektri-
schen Punkt besitzten, da dessen Netto-Ladung um zwei negative Ladungen reduziert ist. Die
entsprechenden Fraktionen wurden daher mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese untersucht.
Abb. 62: Einfluß von Chlorat auf das Heparin-Bindungsverhalten von HCII. Fraktionierung auf Heparin-
Sepharose des Überstandes von CHOHCII-Zellen, die in sulfathaltigem DMEM/F12-Medium mit 10 mM Chlorat
inkubiert wurden. Elution mit einem linearen NaCl-Gradienten (0-1 M NaCl). HCII-Konzentrationsbestimmung
der Elutionsfraktionen mittels ELISA.
5.4.1 2D-Gelelektrophorese von HCII aus Chlorat-behandelten Zellen
Vorversuche zeigten, daß eine Untersuchung von HCII der Proben der Fraktionen mit 270
und 430 mM NaCl (s. Abb. 61 b) allein mit isoelektrischer Fokussierung nicht ausreichte, da
die Auswertung durch verunreinigende Proteine erschwert wurde. Die Proben enthielten ver-
mutlich Reste von BSA, welches dem Chlorat-haltigen serumfreien Medium in einer Kon-
zentration von 0,5 g/l als Proteolyse-Schutzprotein zugegeben war. Um HCII von solchen
Protein-Verunreinigungen anhand der Molekularmasse unterscheiden zu können, wurden die
Proben mit Hilfe der 2D-Elektrophorese aufgetrennt.
Für jede Probe wurden parallel zwei Gele angefertigt. Ein Gel diente der Silberfärbung, wäh-
rend das andere geblottet wurde, um mittels Immundetektion die Position der HCII-Spots ein-
deutig bestimmen zu können.
HCII befand sich auf Höhe des 76 kD Markers und zeigte eine Kette von Spots, die bei der

















In der Immundetektion waren weitere HCII-positive Banden pH <4,5 und um pH 6,3 sichtbar.
Diese stellten wohl Artefakte dar, da sie sich im Bereich der Elektroden befanden. Proteine,
die sich während der IEF-Trennung außerhalb des elektrischen Feldes in der Nähe der Elekt-
roden befinden, gelangen durch Diffusion an der Elektrode vorbei in das elektrische Feld und
bilden dort in Laufrichtung Streifen.
Die vier Markerproteine ließen eine pI-Bestimmung in den silbergefärbten Gelen zu. Je acht
erkennbare HCII-Spots in der 270 mM NaCl-Fraktion (Abb. 64a) lagen zwischen pH 5,2 und
5,6. In der Probe der Fraktion mit 430 mM NaCl (Abb. 64 b) ließen sich acht HCII-Spots zwi-
schen pH 5,3 und 5,8 erkennen. Das HCII mit der höheren Heparin-Affinität hatte demnach
ein etwas zum Basischen verschobenes Spot-Muster. Diese Verschiebung läßt sich besonders
gut erkennen, wenn man die Positionen der HCII-Spots mit den Albumin-Spots (Marker Nr.
3) in Abbildung 64 a und b vergleicht.
Hochgereinigtes Plasma-HCII, wie es auch für die Glykoanalytik verwendet wurde, ließ im
2D-Gel bis zu zehn Spots erkennen (Abb. 65).
Mit Hilfe der IEF bzw. 2D-Gelelektrophorese lassen sich prinzipiell Unterschiede in der Pro-
tein-Nettoladung bis zu einer Ladungseinheit auflösen. Die Anzahl der erzeugten Spots gibt
demnach die Anzahl der Netto-Ladungszustände wieder. Der theoretische pI des HCII-
Polypeptids beträgt 6,26 (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html), wobei nur Sialidase-
verdautes HCII (Kim et al. 1988) oder TFMS-deglykosyliertes HCII (Eckert 1999) diesem
Wert in etwa entspricht.
Die stärker sauren pI-Werte aller HCII-Spots stellen negativer geladene HCII-Varianten dar.
Deren zusätzliche negativen Ladungen können grundsätzlich entweder auf posttranslationalen
Modifikationen beruhen oder Isoformen mit abweichender AS-Sequenz darstellen. Da beim
HCII negativ geladene N-Glykane und Sulfatierungen nachgewiesen wurden, lassen sich die
zahlreichen HCII-Varianten mit unterschiedlichen pI durch Sialylierungs-Heterogenität der
N-Glykane und unvollständige Sulfatierung der Tyrosin-Reste 60 und 73 erklären. Ein hypo-
thetisches HCII mit drei biantennären N-Glykanen, die bis zu 6fach sialyliert sind, und mit
zwei Sulfatierungsstellen, ergäbe neun Ladungsvarianten, die in der IEF als distinkte Spots
darstellbar sind.
Treten mehr Spots auf, könnten evtl. N-Glykane mit höherer Antennärität vorhanden sein.
Weniger als 9 Spots weisen auf einheitlichere Sialylierung und/oder Sulfatierung hin. Unter
Chlorat-Einfluß war ein Spotmuster aus je acht Spots zu erkennen, das jedoch zum Basischen
verschoben waren. Daher müßte das bei 270 mM NaCl eluierende CHO-HCII vollständig
sulfatiert sein, während das 430 mM NaCl eluierende CHO-HCII nicht sulfatiert ist, wobei
der Sialylierungsstatus unverändert blieb.
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Abb. 64: 2D-Elektrophorese von HCII, das unter dem Einfluß des Sulfatierungs-Inhibitors Chlorat in CHO-
Zellen produziert und auf Heparin-Sepharose (vergl. Abb. 62b) fraktioniert wurde. Proben der Fraktion mit 270
mM NaCl (a, c) bzw. 430 mM NaCl (b, d) wurden parallel in jeweils zwei Gelen getrennt. Je ein Gel diente der
Silberfärbung (a, b) bzw. dem Western-Blot (c, d). Die Positionen der IEF-Marker-Proteine sind in der Silberfär-
bung (a, b) erkennbar: 1. Trypsininhibitor (Sojabohne) 21,5 kD; pH 4,5
2. Actin (Rindermuskel) 43,0 kD; pH 5,0 5,1
3. Albumin (Rinderserum) 66,2 kD; pH 5,4 5,5 5,6




























Abb. 65: 2D-Elektrophorese (Silberfärbung) von Plasma-HCII, das mit abschließender Gelfiltration hoch aufge-





1 Herstellung und Reinigung von HCII
1.1 HCII-Reinigung aus humanem Plasma
Aus humanem Plasma konnte biologisch aktives HCII mit den in der Literatur beschriebenen
Eigenschaften isoliert werden. Die HCII-Reinigung aus Plasma wurde fast unverändert von
Zhang et al. (1994) übernommen. Allerdings befand sich das HCII nach der auf die BaCl2-
Fällung folgenden PEG-Fällung nicht wie bei Zhang et al. beschrieben im Überstand, sondern
im Pellet. Nach der älteren Vorschrift von Griffith et al. (1985) wird dieser Reinigungsschritt
anders durchgeführt, denn dort wird dieses Pellet zunächst in 100 g/l PEG-haltigem Puffer
resuspendiert. HCII befindet sich dann erst nach dem darauf folgenden Zentrifugationsschritt
im Überstand. Entweder ist die Beschreibung von Zhang et al. lückenhaft oder Maus-HCII
unterscheidet sich in seinem Fällungsverhalten deutlich von humanem HCII, wie es von Grif-
fith et al. (1985) sowie in dieser Arbeit aufgereinigt wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde
die angegebene PEG-Menge zu dem jeweils vorgelegten Volumen zugegeben, so daß sich
z.B. durch die Zugabe von 100 g PEG pro Liter vorgelegtes Volumen ein Endvolumen von
ca. 1,l l und damit eine etwas niedrigere Endkonzentration ergab. Eine unterschiedliche Inter-
pretation der Konzentrationsangaben kann den oben beschriebenen Effekt jedoch nicht erklä-
ren.
Durch die Reinigung mit abschließender Mono-Q-Anionenaustauscherchromatographie konn-
te HCII gewonnen werden, dessen Reinheit für die Heparin-Bindungsversuche ausreichend
war. Die von Griffith et al. (1985) beschriebene HCII-Reinigung stellte mit einer Ausbeute
von 40 %, die in etwa auch in der vorliegenden Arbeit erzielt wurde, eine wesentliche Verbes-
serung gegenüber der Erstisolierung von HCII durch Tollefsen et al. (1982) dar. Dort betrug
die Ausbeute nach Anionenaustauscher- und Affinitätschromatographie 9 %. Für die Glyko-
sylierungsanalytik wurde HCII zusätzlich mittels Gelfiltration weiter aufgereinigt. Die Pro-
duktreinheit für die Glykosylierungsanalytik war erst nach der zusätzlichen Gelfiltration aus-
reichend (s. Abb 27). Auch Griffith et al. (1985) verwendeten eine Gelfiltration als letzten
Reinigungsschritt, allerdings mit dem weniger gut auflösenden Gelmaterial Sephacryl S-300
(Pharmacia).
Nach dem Mono-Q-Reinigungsschritt zeigten die HCII-Proben neben Proteinverunreinigun-
gen, die mit Coomassie-Blau anfärbbar waren, noch zahlreiche mit dieser Färbung nicht
nachweisbare Verunreinigungen. Diese waren nach dem Elektro-Blot des SDS-Gels mit ei-
nem unspezifischen Kohlenhydratnachweis (ECL-Glycoprotein-Detection-Kit, Amersham)
(Krüger 1998) oder mit bestimmten Lektinen (Jacalin, Con A, DSA, SNA) (Eckert 1999) auf
der Blot-Membran nachweisbar. Diese Verunreinigungen liefen in der SDS-PAGE hauptsäch-
lich zwischen dem 43 kD-Markerprotein bis weit oberhalb des 94 kD-Markers. Die Position
im Gel läßt allerdings keine Rückschlüsse auf die tatsächliche Molekularmasse zu, da Koh-
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lenhydrate nicht im gleichen Verhältnis mit SDS beladen werden wie Proteine. Dieser Befund
gab jedoch weiteren Anlaß zum Einsatz der Gelfiltration als letzten Reinigungsschritt von
HCII für die Glykoanalytik.
Kürzlich konnte in der AG Zelluläre Genetik eine verstärkende Wirkung von Zink-Ionen auf
die Heparinbindung von HCII nachgewiesen werden (Eckert 2000, pers. Mitteilung). Daher
ist es wichtig darauf hinzuweisen, daß das in dieser Arbeit gereinigte HCII kein Zink enthielt.
Plasma-HCII wurde aus Citrat-Plasma gewonnen und mit EDTA-haltigen Puffern gereinigt.
Auch bei der Reinigung von CHO-Überständen wurde EDTA verwendet, um Metallo-
Proteasen zu inaktivieren. Die eingesetzte EDTA-Konzentration war jedoch auch ausreichend,
um alle im Plasma bzw. Medium enthaltenen zweiwertigen Kationen einschließlich Zn2+ zu
komplexieren.
1.2 Herstellung von rekombinantem HCII in CHO-Zellen
Das Ziel, eine hoch HCII-exprimierende CHO-Zellinie zu erzeugen, wurde erreicht. Während
der MTX-Amplifikation verlief die Steigerung der Expression nicht parallel zur MTX-
Konzentration wie z.B. bei der Amplifikation der Antithrombin-Expression in CHO-Zellen
(Zettlmeissel et al. 1987), sondern sprunghaft von der 0,25 mM zur 2,5 mM MTX-Stufe.
Die Superspinner-Kultivierung erzeugte innerhalb von 4 Wochen vom Auftauen der Produk-
tions-Zellinie bis zum Abernten des Kulturüberstandes 10,5 mg rekombinantes HCII in einem
Volumen von 1 l. Zum Zweck der Glykosylierungsanalytik wurde das HCII mit relativ hohen
Verlusten (15 % Ausbeute) hoch aufgereinigt. Das gereinigte Material zeigte im Coomassie-
Blau gefärbten SDS-Gel keine Verunreinigungen mehr.
1.3 Herstellung von HCII in HepG2-Zellen
Im Überstand der HepG2-Zellen wurde nach der Aufreinigung (Heparin-Sepharose, Mono-Q)
unterhalb der HCII-Hauptbande bei 76 kD eine HCII-Variante bei 66 kD beobachtet, die of-
fensichtlich ebenfalls Thrombin komplexieren kann. Die HepG2-Kultur zeigte nach dreitägi-
ger Kultivierung auffallend viele tote Zellen. Dieses HCII bei 66 kD könnte ein Produkt der
Kultivierungsbedingungen sein und entsteht vermutlich, wenn während der Kultivierung ein
Glucosemangel auftritt (Hellweg 2000). Möglicherweise handelt es sich daher bei der 66-kD–
Bande um unvollständig glykosyliertes HCII.
1.4 Rekombinantes HCII∆51-76 aus E. coli
E. coli speichern hoch exprimierte rekombinante Proteine oft in unlöslicher Form als inclusi-
on bodies. Diese enthalten Proteine in aggregierter Form und müssen daher zunächst in Lö-
sung gebracht werden, um anschließend durch Renaturierung aktives Protein zu gewinnen.
Vorversuche zeigten, daß sich die inclusion bodies nach der Bakterien-Lyse durch Zentrifuga-
tion (10.000 x g) leicht abtrennen lassen. Renaturierungsversuche von HCII∆51-76 mit der
Verdünnungsmethode (Rudolph & Lilie 1996) schlugen fehl. Auch eine von Blackwell &
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Horgan (1991) beschriebene Methode zur Erhöhung des Anteils biologisch aktiver (korrekt
gefalteter) Proteine durch osmotischen Streß und Aufnahme von Glycyl-Betain in die Zellen
zeigte bei HCII∆51-76 keinen entsprechenden Effekt.
Die Expression von HCII∆51-76 zeigte, daß die Ausbeute an korrekt gefaltetem Protein mit
3,3 % (ELISA-Messung) gering war (Tab. 13). Als korrekt gefaltetes Protein wurde in diesem
Zusammenhang das von Heparin-Sepharose im Stufengradienten (0,5 und 1,0 M NaCl) bei
1,0 M NaCl eluierende HCII∆51-76 gewertet.
Auch Wildtyp-HCII, das in E. coli BL21(DE3) mit dem Plasmid pFKR3 im 5-l-Reaktor ex-
primiert wurde, band nur zu 1,3 % an Heparin (Krepulat 1999). Die Gründe für die niedrige
Ausbeute können vielfältig sein. So könnten die Faltungsintermediate eine starke Tendenz zur
Aggregation haben und lägen damit denaturiert vor. Viele Serpine sind thermodynamisch
metastabil, solange sie nicht an der reaktiven Schleife gespalten sind (Bruch et al. 1988, Get-
tins et al. 1996). Dies unterstützt die Hypothese, daß sich HCII in E. coli nur unvollständig
zur nativen Tertiärstruktur faltet. Das dem HCII verwandte Antithrombin (AT) läßt sich nach
Denaturierung mit Guanidinium-Chlorid nicht zum nativen Zustand rückfalten, da partiell
renaturierte Intermediate aggregieren (Fish et al. 1985). Dies könnte auch eine Erklärung für
die schlechte Renaturierbarkeit von HCII aus inclusion bodies liefern. Glykosylierungen, die
von Prokaryoten nicht erzeugt werden können, unterstützen möglicherweise die Faltung zur
nativen Form. Allerdings waren die eukaryotischen Expressionssysteme CHO und HepG2
durchaus in der Lage, aktives unglykosyliertes HCII zu exprimieren, wenn die Glykosylierung
mit Tunicamycin unterdrückt wurde (s. Abschn. III.5.3.2). Dies könnte auf die Bedeutung des
endoplasmatischen Reticulums mit seinen eukaryotischen Chaperonen und Disulfidisomera-
sen hinweisen (High et al. 2000), das E. coli nicht zur Verfügung steht.
HCII wurde schon in verschiedenen E.-coli-Stämmen exprimiert. Pro Liter Bakterienkultur
konnten aus E. coli 522 NM 19 nmol lösliches HCII (Blinder et al. 1988) und aus E. coli
JM101 (Blinder & Tollefsen 1990) 393 nmol gewonnen werden. Von letzterem band 30 %
nicht an Heparin. Derechin & Blinder (1990) isolierten 7,9 nmol Heparin-bindendes HCII pro
Liter Kultur. Dies entsprach den 7,7 nmol HC∆51-76 pro Liter, die in dieser Arbeit aus der 5-
l-Fermentation isoliert werden konnte.
Auch E. coli BL21(DE3) wurde bereits zur HCII-Expression verwendet (Han et al. 1997, Han
& Tollefsen 1998, Colwell et al. 1999), wobei das verwendete großvolumige Kultivierungs-
system (BioFlo III Fermenter, New Brunswick) und die große zur Aufarbeitung genutzte 1,4-
Liter-Heparin-Sepharose-Säule ebenfalls auf eher geringe Ausbeuten schließen läßt, wobei
dort dazu allerdings keine Angaben gemacht wurden.
2 Posttranslationale Modifikationen von HCII aus Plasma und CHO-Zellen
Die Struktur der N-Glykane des gereinigten HCII aus humanem Plasma und rekombinant aus
CHO-Zellen konnte von der Arbeitsgruppe von Dr. H. S. Conradt an der GBF aufgeklärt wer-
den. Auch der Umfang der Tyrosin-Sulfatierung von HCII wurde analysiert.
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2.1 Struktur der N-Glykane
HCII trägt überwiegend die bei Plasma-Proteinen verbreiteten sialylierten biantennären nicht
proximal fucosylierten N-Glykane (Grabenhorst et al. 1999), wobei etwa 8 % der N-Glykane
triantennär sind (Böhme et al. 2001). Ein überraschender Befund ist jedoch, daß die trianten-
nären N-Glykane überwiegend (Sialyl)-LewisX-Determinanten tragen, die durch eine periphe-
re α(1→3)-Fucosylierung des peripheren N-Acetylglucosamin-Restes erzeugt wird (Graben-
horst et al. 1998). Bei anderen Plasmaproteinen (α1-saures Glykoprotein, α1-
Antichymotrypsin und Haptoglobin) konnte gezeigt werden, daß die Synthese des Sialyl-
LewisX-Motivs durch akute oder chronische Entzündungen induziert wird (Brinkman-van der
Linden et al. 1998). Die genannten Proteine sind Akute-Phase-Proteine, die durch Cytokine
vermittelt bei Entzündungsreaktion vermehrt in der Leber synthetisiert werden (Gabay &
Kushner 1999). Da auch die Konzentration von HCII bei der Akute-Phase-Reaktion erhöht ist
(Sandset & Andersson 1989, Toulon et al. 1991), wird eine Beteiligung von HCII bei ent-
zündlichen Prozessen diskutiert. H. S. Conradt und Mitarbeiter konnten auch auf weiteren
Plasma-Proteinen (α1-Mikroglobulin, Hemopexin, α1-Antitrypsin) Sialyl-LewisX-Motive
nachweisen (Böhme et al. 2001). Sialyl-LewisX-Motive binden an Selectine, die auf der Ober-
fläche von Endothelzellen und Thrombozyten vorkommen und deren Expression und Präsen-
tation einer exakten Regulation unterliegen. Die Selectine spielen eine Schlüsselrolle bei der
Interaktion (rolling) zwischen Leukozyten und Endothelzellen im entzündeten Gewebe (Las-
ky 1992, Whelan 1996), die durch Plasmaproteine mit Sialyl-LewisX-Motiven beeinflußt
werden könnte. HCII mit Sialyl-LewisX-Determinante könnte sich durch die Bindung an E-
und P-Selectin auf den entsprechenden Zellen anreichern, um an diesen Orten eine verstärkte
Rolle bei der Regulation von Thrombin zu spielen, das an zahlreichen Prozessen der Blutge-
rinnung und Gewebereparatur beteiligt ist (s. Abschn. I.3.5, Abb. 7 u. 8).
Bestimmte Unterschiede in der N-Glykan-Struktur zwischen HCII aus humanem Plasma und
dem rekombinanten Protein sind typisch für CHO-Zellen. Dieser Zellinie fehlt das Enzym
α(1→3/4)-Fucosyltransferase, das Voraussetzung für die Sialyl-LewisX -Synthese ist.
Da CHO-Zellen keine α(2→6)-Sialyltransferase besitzen, können sie lediglich α(2→3)-
Sialylierungen erzeugen (Grabenhorst et al. 1998 u. 1999). Die proximale Fucosylierung, die
von CHO-Zellen vorgenommen wird, kann auch von humanen Zellen durchgeführt werden.
Wie das Beispiel Transferrin zeigt, werden proximal fucosylierte N-Glykane im Gehirn syn-
thetisiert, nicht jedoch in der Leber, so daß sich im Plasma lediglich proximal unfucosyliertes
Transferrin befindet (Hoffmann et al. 1995).
2.2 Analyse der Tyrosin-Sulfatierungen
Bei Hortin et al. (1986) wurde die Sulfatierung der beiden Tyrosin-Reste 60 und 73 von HCII
aus HepG2-Zellen beschrieben. Diese Sulfatierungen konnten nun auch in HCII aus humanem
Plasma und CHO-Zellen nachgewiesen werden. Darüber hinaus ließ sich der Umfang der Sul-
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fatierung erstmals quantifizieren. Es zeigte sich, daß HCII aus CHO-Zellen am Tyrosin 73
überwiegend (70 –80%) sulfatiert ist, während Tyrosin 60 ebenso wie beide Tyrosin-Reste
von Plasma-HCII eine fast vollständige (90 %) Sulfatierung aufweisen.
Andere rekombinante Proteine (Faktor VIII, Faktor IX) wurden in CHO-Zellen nur unvoll-
ständig sulfatiert (Mikkelsen et al. 1991, White et al. 1997). Bei einer weiteren Hamster-
Zellinie (HIT-Zellen) wurde nachgewiesen, daß der Umfang der Sulfatierung eines Tyrosin-
Restes von Gastrin stark von dem Konsensus-Signal abhängig ist (Bundgaard et al. 1997).
HCII besitzt jedoch in seiner Konsensus-Sequenz keine der bei Bundgaard et al. (1997) ge-
nannten basischen Aminosäure-Reste in Position –1, die zu einer herabgesetzten Sulfatie-
rungs-Effizienz führen.
Die massenspektrometrische Analyse (MALDI-TOF) der tryptischen Peptide zeigte, daß
Methionin-Reste (z. B. 336 und 442) teilweise oxidiert sind (Böhme et al. 2001).
Bei einem anderen Serpin (α1-Antitrypsin) bewirkt die Oxidation von bestimmten Methionin-
Resten (351 und 358) den Verlust der inhibitorischen Aktivität gegenüber der Ziel-Protease
(Elastase). Diese Oxidation kann z. B. durch oxidierende Agentien verursacht werden, wie sie
von aktivierten neutrophilen Granulozyten während einer Endzündungsreaktion freigesetzt
werden (Taggart et al. 2000).
Die Methionin-Reste 351 und 358 befinden sich bei α1-Antitrypsin in der reaktiven Schleife
(Postion P8 bzw. P1). Da bei HCII der Methionin-Rest 442 ebenfalls in der reaktiven Schleife
(Postion P3) liegt, könnte dessen Oxidation die Thrombin-Inhibition beeinflussen.
Bei AT hat die Oxidation von Methionin-Resten, die sich alle außerhalb der reaktiven Schlei-
fe befinden, nur einen äußerst geringfügigen Einfluß auf dessen Aktivität (Van Patten et al.
1999).
3 In situ-Nachweis von HCII
Heparin-Sepharose-Partikel dienten als Modell für den in situ-Nachweis von HCII in der ext-
razellulären Matrix (ECM). Bei physiologischer Ionenstärke konnte eine Bindung von Plas-
ma-HCII an Heparin mit Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen werden. Offensichtlich löst
sich HCII bei der physiologischen Ionenstärke des PBS-Puffers während der zahlreichen In-
kubationsschritte der Immunfluoreszenz-Färbung von Heparin ab. Eine verringerte Ionenstär-
ke sollte die HCII-Affinität erhöhen, jedoch zeigten dann die verwendeten Antikörper eine
deutliche unspezifische Bindung. Hier zeigte sich die große Bedeutung der Ionenstärke des
Puffersystems für die Spezifität der Antigen-Antikörper-Wechselwirkung bei immunologi-
schen Methoden.
Mit kovalent FITC-markiertem HCII ließ sich die NaCl-Abhängigkeit der Heparinbindung
auch fluoreszenzmikroskopisch zeigen. Bereits eine Inkubation von 5 x 5 min mit 50 mM
NaCl in Phosphatpuffer führte zu einer deutlichen Ablösung des HCII von Heparin.
Es besteht ein scheinbarer Widerspruch in der Beobachtung, daß eine effektive Aktivierung
der Thrombin-Inhibitorfunktion von HCII durch Heparin bei einer physiologischen NaCl-
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Konzentration möglich ist, aber eine feste Bindung von HCII, wie sie der Immunfluoreszenz-
nachweis erfordert, bei dieser Ionenstärke nicht gegeben ist. Die Heparin-abhängige HCII-
Thrombininhibition ist stark von der NaCl-Ionenstärke abhängig, wobei die maximale Ge-
schwindigkeit der Thrombinhemmung zwischen 50 und 100 mM NaCl liegt und darüber bzw.
darunter deutlich sinkt. Bei 150 mM NaCl beträgt sie nur noch etwa die Hälfte der maximalen
Geschwindigkeit (Church et al. 1989). Demnach ist für die Thrombinhemmung eine festere
Heparinbindung, wie sie bei 50 –100 mM NaCl gegeben ist, förderlich, wobei die geringere
Affinität bei physiologischer Ionenstärke immer noch eine effektive HCII-Aktivierung ermög-
licht. Die Aktivierung der Thrombin-Inhibition benötigt demnach offenbar keine dauerhafte
und feste Bindung an GAG-Bestandteile der ECM, wie sie für den fluoreszenzmikroskopi-
schen Nachweis Voraussetzung ist.
Allerdings ist anzumerken, daß in vivo wegen der komplexeren Ionenzusammensetzung des
Plasmas andere Verhältnisse herrschen könnten. Zn2+-Ionen können in einer Konzentration
wie sie im Plasma herrscht (um 10 µM) eine Steigerung der Heparin-Affinität von HCII be-
wirken (Eckert 2000, pers. Mitteilung).
Die Affinität von FITC-konjugiertem HCII zu Heparin könnte von unmarkiertem HCII ab-
weichen, da die FITC-Kopplung an das Protein über Aminogruppen erfolgt. Davon sind mög-
licherweise auch die an der Heparin-Bindung beteiligten Arginin- und Lysinreste betroffen.
Da die Heparinbindungsstelle nach dem derzeit gültigen Modell (Ragg et al. 1990a) jedoch
intramolekular vom sauren N-Terminus abgedeckt wird, ist es theoretisch möglich, daß dieser
Bereich während der Kopplungsreaktion schlecht zugänglich und damit geschützt vorlag.
Die Präparation der ECM hinterließ DNA-Reste, wenn die Zellen mit 0,5 % Triton X-100/20
mM NH4OH lysiert wurden. Darauf gab es in der Literatur keine Hinweise. Da sich HCII
durch Polynukleotide aktivieren läßt (Church et al. 1988), sollte DNA aus ECM-Präparaten
möglichst entfernt werden.
Alternative, weniger denaturierende ECM Präparationsmethoden mit EDTA (Hindmarsh &
Marks 1998) oder Cytochalasin (Mai & Chung 1984) sollten in Zukunft getestet werden.
Bisher wurde die aus der ECM-Bindung resultierende HCII-Aktivierung und die damit ver-
bundene Thrombin-Komplexbildung untersucht und beschrieben (McGuire & Tollefsen 1987;
Hiramoto & Cunningham 1988; Whinna et al. 1993; Shirk et al. 1996 u. 2000). Einen direk-
ten Bindungsnachweis von HCII in situ gab es bisher nicht.
Die Etablierung des Immunfluoreszenz-Nachweises von HCII mit Hilfe der Deletionsmutante
HCII∆51-76 schafft die Basis für weitergehende Studien, z. B. um bisher unbekannte Bin-
dungspartner oder Rezeptoren von Plasma-HCII aufzufinden. Der in situ HCII-Nachweis z.B.
in Gewebeschnitt-Präparaten könnte Aufschluß über die Verteilung von HCII im Gewebe und
damit Einblicke in die Beteiligung von HCII bei pathologischen Vorgängen geben. HCII
könnte in seiner Funktion als selektiver Inhibitor von Thrombin bei medizinischen Fragestel-
lungen, an denen Thrombin beteiligt ist, eine Rolle spielen. Thrombin beeinflußt unmittelbar
Krankheiten wie Thrombose, Entzündungen, Alzheimer und Krebs (vgl. Abschn. I.3.5).
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4 Affinität von HCII, AT und deren Thrombin-Komplexe zu Heparin1
Als Maß für die Affinität der Proteine zu Heparin wird in der vorliegenden Arbeit die NaCl-
Konzentration verwendet, die eine Elution mit einem linearen NaCl-Gradienten von einer
Säule mit immobilisiertem Heparin bewirkt (s. Abschnitt I.4.4.1). Je höher die zur Elution
benötigte NaCl-Konzentration ist, desto höher ist die Affinität bei einer bestimmten (z.B. phy-
siologischen) Ionenstärke bzw. desto niedriger ist die entsprechende Dissoziationskonstante
(vgl. Gleichung 3 in Abschnitt I.4.4.1).
Vergleicht man die Affinitäten der beiden Serpine (HCII, AT) und deren Thrombin-
Komplexe (THCII, TAT) zu Heparin und Dermatansulfat (Abb. 66), kann folgendes festge-
stellt werden1:
1. Die Heparin-Affinität von TAT und Thrombin ist identisch.
2. Die Heparin-Affinität von AT sinkt durch die Komplexbildung mit Thrombin.
3. Die Heparin-Bindungsstelle des TAT-Komplexes ist unbekannt.
4. Die Heparin-Affinität von Thrombin sinkt durch die Komplexbildung mit HCII.
5. Die Heparin-Affinität von HCII nach der Komplexbildung ist unbekannt.
6. Die Heparin-Bindungsstelle des THCII-Komplexes ist unbekannt.
Abb. 66: Vergleich der NaCl-abhängigen Affinität von HCII, Antithrombin (AT) sowie deren Thrombin-
komplexe für Heparin und Dermatansulfat.
Die Punkte 1 und 2 stimmen gut mit den bisherigen Befunden in der Literatur überein
(Carlström et al. 1977). Die Heparinbindungsstelle von AT besitzt daher nach der Komplexie-
1 Wegen der Unsicherheit über die Reinheit des verwendeten immobilisierten Dermatansulfats (s. Abschn.


























rung mit Thrombin eine reduzierte Affinität zu Heparin, (Olson et al. 1992, Van Boeckel et
al. 1994).
Zu Punkt 3:
Thrombin besitzt zwei anionenbindende Exosites (I und II), wobei Exosite II als Heparinbin-
dungsstelle beschrieben wurde (Bode et al. 1992) und Exosite I für die Heparinbindung eine
untergeordnete Rolle spielt (Olson et al. 1991).
Die Heparin-Bindungsstelle von AT verliert hingegen infolge der Komplexbildung ihre hohe
Heparin-Affinität (Jordan et al. 1979, Olson & Shore 1986). Der Grund dafür liegt wahr-
scheinlich in einer Konformationsänderung der Heparin-bindenden Helix D, die durch das
angrenzende β-Faltblatt A verursacht wird. Letzteres geht durch eine Insertion von Teilen der
reaktiven Schleife in ein thermodynamisch stabileres, antiparalleles β-Faltblatt über und be-
günstigt die niedrigaffine Konformation der Helix D (Carrell et al. 1991).
Die Tatsache, daß die Heparin-Affinität des TAT-Komplexes der Affinität von unkomplexier-
tem Thrombin entspricht, legt auf den ersten Blick den Schluß nahe, daß die Heparin-Bindung
des Komplexes über Thrombin erfolgt.
Die Heparin-Affinität von im reaktiven Zentrum gespaltenen AT wird mit 250 mM NaCl
(Fish et al. 1979) bzw. 430 mM NaCl (Pratt & Church 1992) angegeben. Die Heparin-
Affinität eines AT-Komplexes mit dem P1-P14-Tetradekapeptid der reaktiven Schleife be-
trägt 150 mM NaCl (Björk et al.1992a). Berücksichtigt man zusätzlich, daß Thrombin im
Komplex ebenso deformiert vorliegen könnte wie Trypsin im Komplex mit α1-Antitrypsin
(Huntington et al. 2000b), dann muß auch eine reduzierte Heparin-Affinität von komplexier-
tem Thrombin in Betracht gezogen werden.
Daher ist es gut möglich, daß der TAT-Komplex über AT oder Thrombin allein oder aber
über beide Bindungsstellen (AT und Thrombin) an Heparin bindet.
Zu Punkt 4:
Eine reduzierte Heparin-Affinität von Thrombin infolge der Komplexbildung mit HCII ist erst
kürzlich beschrieben worden (Maekawa et al. 2000).
Vier Ursachen sind für die verringerte Affinität denkbar:
Erstens könnte der N-Terminus von HCII mit Heparin um die Exosite II Bindungsstel-
le konkurrieren. Dies setzt eine Affinität des N-terminalen Bereichs zur Exosite II voraus, die
wegen der entgegengesetzten Nettoladung der entsprechenden Bereiche gegeben sein könnte.
Zweitens wäre eine allosterische Konformationsänderung von Exosite II infolge der
kovalenten Komplexbildung mit HCII denkbar. Dafür spricht, daß eine allosterische Wech-
selwirkung zwischen Exosite II und dem aktiven Zentrum von Thrombin nachgewiesen wer-
den konnte: Die Bindung von Heparin an Exosite II von Thrombin führt zum Zerfall des
Thrombin-Komplexes mit der HCII-Mutante L444R (Han & Tollefsen 1998). Auch der bisher
einzige Serpin-Enzym-Komplex, dessen Röntgenstruktur bekannt ist (Abb. 3, Huntington et
al. 2000b), zeigt eine Deformation der Protease. Dies legt eine Deformation der Heparinbin-
dungstelle (Exosite II) von Thrombin infolge der Komplexbildung nahe.
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Drittens könnte die Bindung des N-Terminus von HCII an Exosite I eine allosterisch
vermittelte reduzierte Heparin-Affinität der Exosite II bewirken. Auch dafür gibt es Hinweise,
da bereits verschiedenartige allosterische Wechselwirkungen zwischen Exosite I und II be-
schrieben wurden. Die Bindung von Heparin an Exosite II fördert die Bindung von Fibrin-
Monomer an Exosite I (Hogg et al.1996). Umgekehrt wurde eine reziproke allosterische Mo-
dulation beschrieben, bei der die Bindung eines Liganden (Prothrombin-Fragment 63-116) an
Exosite II die Ablösung eines Liganden (Hirudin 54-76) von Exosite-I verursacht (Freden-
burgh et al. 1997).
Viertens könnte eine räumliche Konstellation, bei der sich Thrombin im THCII-
Komplex auf der „Rückseite“ (s. nächster Abschnitt) von HCII befindet, eine verringerte Zu-
gänglichkeit der Exosite II für Heparin zur Folge haben.
Zu Punkt 5:
Die Heparin-Affinität des THCII-Komplexes liegt zwischen der Affinität von unkomplexier-
tem HCII und Thrombin. Daher könnte sich die Heparin-Affinität der GAG-Bindungsstelle
von HCII erhöht und/oder die Heparin-Affinität der Exosite II von Thrombin verringert ha-
ben. Die beobachtete Heparin-Affinität von unkomplexiertem HCII ergibt sich aus der intrin-
sischen Affinität (ohne Kompetition mit dem N-Terminus) der Heparinbindungsstelle zu He-
parin, in Verbindung mit dem um die Bindungstelle konkurrierenden N-Terminus.
Die intrinsische Heparin-Affinität läßt sich ohne intramolekulare Kompetition mit Hilfe der
Deletionsmutante HCII∆51-76 bestimmen, die eine Elution bei 860 mM NaCl zeigt (s.
Abschn. III.5.2).
Folgendes spricht dafür, daß sich diese hohe intrinsische Heparin-Affinität von HCII in Folge
der Komplexbildung verringert: In der reaktiven Schleife gespaltenes HCII besitzt eine erhöh-
te Temperaturstabilität (Pratt et al. 1990), die bei anderen Serpinen nachweislich durch Inser-
tion der reaktiven Schleife in das β-Faltblatt A hervorgerufen wird. Dies macht eine Insertion
auch bei HCII wahrscheinlich. Bei AT verursacht diese Insertion eine Verringerung der Hepa-
rin-Affinität der an das Faltblatt A angrenzenden, Heparin-bindenden Helix D, die über einen
allosterischen Mechanismus hervorgerufen wird (van Boeckel et al.1994).
Teile dieses Mechanismus wurden auch bei HCII nachgewiesen: Bei einem dem Helix-D-
Bereich entsprechenden Heparin-bindenden Peptid (HCII 165-195) konnte gezeigt werden,
daß durch die Heparinbindung der α-helikale Anteil ansteigt (Whinna & Church 1994).
Über die Heparin-Affinität von inaktiviertem, an der reaktiven Schleife gespaltenem HCII ist
bisher nichts bekannt.
Zahlreiche Faktoren beeinflussen jedoch die Heparin-Affinität der Heparin-Bindungsstelle
von komplexiertem HCII: i) Die intrinsische Affinität zu Heparin. ii) Die Affinität zum N-
Terminus. iii) Die Position des N-Terminus im Komplex. Dieser könnte wegen seiner negati-
ven Ladung mit der GAG-Bindungsstelle von HCII und/oder mit den Exosites I bzw. II von
Thrombin wechselwirken. Der N-Terminus bindet zwar im Begegnungskomplex an die Exo-
site I von Thrombin, wobei er jedoch im stabilen Komplex mit seiner sauren Domäne − auf
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Grund der entgegengesetzten Ladung − auch eine Affinität zur basischen Exosite II besitzen
könnte.
Zu Punkt 6:
Für den THCII-Komplex der HCII-Mutante (L444R) konnte eine Heparinbindung an Exosi-
te II von Thrombin nachgewiesen werden, die eine Dissoziation des THCII-Komplexes be-
wirkt (Han & Tollefsen 1998). Die Affinität dieser Bindung wurde dort jedoch nicht unter-
sucht.
Beim Komplex aus Proteinase C Inhibitor (PCI) und Thrombin sinkt die Affinität des Kom-
plexes (562 mM NaCl) etwas unter den Wert von 640 mM NaCl für freies Thrombin. PCI
selbst eluiert bei 508 mM NaCl. Die Autoren favorisieren daher die Heparin-Bindung des
Komplexes über Thrombin (Pratt & Church 1992).
Um den Ort der Heparin-Bindung im THCII-Komplex zu diskutieren, wäre es nützlich, des-
sen Struktur zu kennen.
Da bisher keine Röntgenstrukturanalysen für den THCII-Komplex vorliegen, kann es nur An-
haltspunkte für die Struktur geben. Es existieren einige dreidimensionale Modelle von ternä-
ren Heparin-Thrombin-Serpin-Komplexen, die auf den Aktivierungsmechanismus durch He-
parin abzielen (THCII: Myles et al. 1998; TAT: Carrell et al. 1995, Grootenhuis et al. 1995).
Diese ternären Komplexe zeigen das Serpin (AT oder HCII) in einer Orientierung gegenüber
dem aktiven Zentrum von Thrombin, bei der die intakte reaktive Schleife des Serpins dem
Thrombin zugewandt ist. Dies ist jedoch wahrscheinlich nur der Begegnungs-Komplex, der
die Komplexbildung einleitet (vgl. Abb 67). Weiterhin wurden Serpin-Enzym-Komplexe mit
partiell inserierten, aber ungespaltenen reaktiven Schleifen modelliert, die eine Translokation
der Protease berücksichtigten (Whisstock et al. 1996). Neuere Erkenntnisse bestätigen jedoch
die Spaltung der reaktiven Schleife, die von Lawrence et al. (1995) vorgeschlagen wurde. Für
zwei Serpin-Proteinase-Komplexe wurde dies bereits indirekt gezeigt und durch dreidimensi-
onale Modelle illustriert: Trypsin bzw. Urokinase (uPA) gelangen infolge der Insertion der
reaktiven Schleife in das β-Faltblatt A des Serpins an das entgegengesetzte, ca. 70 Å entfernte
Ende des Inhibitors (Stratikos & Gettins 1999; Fa et al. 2000).
Auch die Röntgenstrukturanalyse eines Serpin-Enzym-Komplexes (α1-Antitrypsin-Trypsin,
Abb. 3, Abschnitt I.2.4) zeigt diese Konfiguration (Huntington et al. 2000b). Die Struktur
dieses Komplexes offenbart eine Deformation der kovalent gebundenen Protease. Wenn auch
Thrombin einer ähnlichen allosterischen Konformationsänderung im Komplex unterliegt,
könnte sich dadurch die Heparin-Affinität der Exosite II ändern.
Diese Translokation ist ebenso wie die Acylierung gut abgesichert, wohingegen die Reihen-
folge dieser Schritte und noch kontrovers diskutiert wird (Stone & Le Bonniec 1997, Mellet &
Bieth 2000) und die Tranlokation reversibel sein kann (O'Malley & Cooperman 2001). Für
diesen Mechanismus ist vermutlich die Beweglichkeit und die direkte Beteiligung der Helix F
(zusammen mit deren Verbindungsschleife zum Strang 3 von Faltblatt A) Voraussetzung, da
sie einen für die Insertion der reaktiven Schleife wichtigen Bereich im Faltblatt A partiell ver-
deckt (siehe Abb. 1a u. 69). Für die Beteiligung der Helix F an allosterischen Konformation-
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sänderungen gibt es bei AT und α1-Antitrypsin deutliche Hinweise (Picard et al. 1999, Lee et
al. 2000). Ein möglicher Ablauf der Thrombin-Inhibition durch HCII ist in Abbildung 67 dar-
gestellt.
Abb. 67: Modell der Serpin-Enzym-Inhibition (nach: Loebermann et al. 1984, Lawrence et al. 1995, Huntington
et al. 2000), übertragen auf HCII und Thrombin unter Berücksichtigung des HCII-Aktivierungsmechanismus
nach Ragg et al. (1990a). Die positiv geladenen Domänen sind blau, negativ geladene Bereiche rot dargestellt.
Im freien HCII bindet dessen N-Terminus mit seiner sauren Domäne an die basische Bindungsstelle im Bereich
der Helix D. Heparin oder Dermatansulfat verdrängen diesen, so daß er mit seiner sauren Domäne an die Anio-
nen bindende Exosite I (Exo I) von Thrombin binden kann. Zusätzlich kann Heparin und Dermatansulfat an
Exosite II (Exo II) binden, Dermatansulfat jedoch mit geringerer Affinität als Heparin. In diesem Begegnungs-
komplex erfolgt die Ausbildung einer kovalenten Bindung und die Spaltung der P1-P1´-Bindung. Diese erfolgt
durch Acylierung von Serin-195 (Numerierung nach Bode et al. 1989) der katalytischen Triade des Thrombins
mit dem α-Carbonyl der P1-Aminosäure (Leucin 444) von HCII. Durch die Spaltung der reaktiven Schleife kann
sich der N-terminale Rest der reaktiven Schleife in das β-Faltblatt A von HCII einfügen. Dabei beschreibt
Thrombin eine Translationsbewegung um HCII herum, während es am N-terminalen P1-Rest der reaktiven
Schleife kovalent gebunden bleibt. Der P1-Rest befindet sich dann auf der entgegengesetzten Seite des HCII-
Moleküls. Das durch Einfügen der gespaltenen reaktiven Schleife antiparallel strukturierte β-Faltblatt ist die
thermodynamisch begünstigte Konformation und trägt dadurch maßgeblich zur Stabilität des Komplexes bei .
Die Auswirkung der Komplexbildung auf die Konformation und Zugänglichkeit der basischen Domänen (blau)
sind ebenso unbekannt wie die Position des N-Terminus bzw. der Heparin/Dermatansulfat-Bindungsstelle im
stabilen Komplex. Die Affinität von Exosite II, die im freien Thrombin Heparin bindet, sinkt jedoch infolge der
Komplexbildung.
Eine Verbindung zwischen Serpin und Thrombin über eine Heparin-Brücke könnte die Trans-
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Bindungsstellen des Komplexes durch die Serpin-Spaltung an Heparin-Affinität verliert, wür-
de die Brücke geschwächt und die Translokation von Thrombin erleichtert. Der Übergang in
einen niedrig affinen Zustand ist bei der Heparinbindungsstelle von AT belegt (Jordan et al.
1979, Olson & Shore 1986). Beim THCII-Begegnungskomplex existiert jedoch eine zweite
Brücke in Form des HCII-N-Terminus, der an die Exosite I von Thrombin bindet. Wenn im
Verlauf der THCII-Komplexbildung auch eine Translokation des Thrombins erfolgen sollte
(vgl. Abb. 67), muß entweder der N-Terminus so beschaffen sein, daß er die erforderliche
Bewegung des Thrombin zuläßt bzw. begünstigt oder aber die Exosite I freigibt. Letzteres
setzt im Thrombin einen allosterischen Mechanismus mit Auswirkung auf Exosite I voraus. In
anderem Zusammenhang ließ sich bereits eine solche allosterische Wechselwirkung zwischen
Exosite I und dem aktiven Zentrum von Thrombin nachweisen. Es konnte gezeigt werden,
daß ein dem N-Terminus analoges Peptid (Hirudin 54-65) infolge der Thrombininaktivierung
durch AT sich von Exosite I ablöst (Bock et al. 1997). Daß dieser Mechanismus einen Beitrag
zur Thrombin-Inhibition durch HCII leisten könnte, wurde von den Autoren nicht angemerkt.
Eine weitere allosterische Wechselwirkung zwischen Exosite I, verursacht durch Bindung des
HCII-Peptid 45-75, und dem aktiven Zentrum wurde ebenfalls bereits beschrieben (Hortin &
Trimpe 1991). Die Bindung dieses Peptids wirkt aktivierend auf die Spaltung kleiner chromo-
gener Substratpeptide.
Zusammengefaßt könnte die GAG-katalysierte Thrombin-Inaktivierung durch HCII wie folgt
ablaufen (s. auch Abb. 67):
Die Bindung von Heparin an HCII bewirkt die Freisetzung des N-Terminus, der seinerseits an
die Exosite I von Thrombin binden kann und damit evtl. eine Konformationsänderung des
aktiven Spaltes von Thrombin bewirkt. Das eigentlich für Thrombin ungünstige Pseudo-
Substrat HCII mit Leucin in der P1-Position kann durch diese Brückenbildung mit Thrombin
leichter gespalten werden und es entsteht ein Acyl-Intermediat. Dies bewirkt evtl. durch einen
allosterischen Mechanismus eine Reduktion der Affinität von Exosite I zum N-Terminus von
HCII. Dadurch könnte sich der N-Terminus leichter von Exosite I lösen, um die Translokation
von Thrombin, verursacht durch Insertion der gespaltenen reaktiven Schleife in β-Faltblatt A
auf die Rückseite von HCII zu erleichtern. In dieser endgültigen Position wird der Acyl-
Intermediat-Zustand stabilisiert. Dieser stabile THCII-Komplex besitzt eine geringere Hepa-
rin-Affinität als die Exosite II von nicht komplexiertem Thrombin. Dadurch wird die katalyti-
sche Wirkung von Heparin erhöht, da gebundenes Heparin schneller freigesetzt wird und so
an weiteren Inhibitionsreaktionen teilnehmen kann.
Bezüglich der HCII-Thrombin-Komplexbildung bleiben jedoch zahlreiche Fragen offen:
- Welche Struktur hat der THCII-Komplex? Wo befindet sich der N-Terminus von
HCII im THCII Komplex: Bindung an Exosite I oder II oder an die GAG-Bindungs-
stelle von HCII?
- Warum verringert sich die Heparin-Affinität von Thrombin im THCII-Komplex?
- Welche Heparin-Affinität besitzt HCII nach der Spaltung der reaktiven Schleife?
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5 Heparin-Bindung von HCII-Varianten
Es konnte gezeigt werden, daß posttranslationale Modifikationen die Heparin-Affinität von
HCII-Varianten beeinflussen (Tab. 18). Die biologische Funktion von HCII als Thrombin-
Inhibitor hängt von der Beschleunigung der Aktivierung durch GAGs wie Heparin oder Der-
matansulfat ab. Die Geschwindigkeit der Thrombin-Inaktivierung ist sowohl von der Kon-
zentration als auch von der Affinität des aktivierenden GAGs abhängig (Pratt et al. 1992).
Demnach wirkt sich die durch posttranslationale Modifikationen beeinflußte Heparin-
Affinität von HCII auf die physiologische Inhibitor-Wirkung gegenüberThrombin aus.
Tab. 18: Zusammenfassung der Heparin-Affinität von HCII-Varianten und deren mutmaßliche Ursachen. Die
jeweilige Affinität wurde mit Hilfe der Heparin-Sepharose-Affinitätschromatographie durch Elution mit einem
linearen NaCl-Gradienten ermittelt. Die angegebenen Mittelwerte (MW) mit den entsprechenden Standardab-






Plasma-HCII 210 (± 15) 4 -
HCII (CHO) 270 (± 11) 6 proximale Fucosylierung (?)
HCII, Tunicamycin (CHO) 330 (± 2,5) 2 keine N-Glykane
HCII, Chlorat (CHO) 420 (± 10) 2 keine Tyrosin-Sulfatierung
E. coli WT 440 * 1 keine N-Glykane und Tyrosin-Sulfatierungen
E. coli ∆51-76 840 (± 70) 6 keine N-Glykane und Tyrosin-Sulfatierungen,
keine Kompetition mit dem N-Terminus um die
GAG-Bindungsstelle
* vgl. Abschnitt II.4.1
5.1 Einfluß der N-Glykane auf die Heparin-Affinität
Um den Einfluß der N-Glykane auf die Heparin-Bindung zu untersuchen, wurde HCII benö-
tigt, das keine N-Glykane trägt, aber Tyrosin-Sulfatierungen aufweist. Eine enzymatische N-
Deglykosylierung von Plasma- oder CHO-HCII mit PNGase-F kam aus experimentellen
Gründen nicht in Frage: Die Behandlung mit PNGase F wird wegen der besseren Zugänglich-
keit der Spaltstelle in Gegenwart der denaturierenden Reagenzien SDS und NP40 durchge-
führt. Das resultierende HCII ist daher Detergenz-komplexiert und eignet sich nicht mehr für
die Heparin-Affinitätsmessung, diente aber als Vergleichsmaterial im Western-Blot.
Mit Tunicamycin konnte N-glykanfreies HCII produziert werden, das bei der Heparin-
Affinitätschromatographie eine um 60 mM NaCl erhöhte Heparin-Affinität hatte (s. Tab. 18).
Die Ursache dafür könnte die positivere Nettoladung von HCII sein, da mit den N-Glykanen
die negativen Ladungen der Sialinsäuren entfernt wurden. Der Sialylierungsstatus ist meistens
uneinheitlich und trägt damit maßgeblich zur Ladungs-Mikroheterogenität von glykosylierten
Proteinen bei (Hermentin et al. 1996). Durch isoelektrische Fokussierung ließ sich diese Mik-
roheterogenität auch für HCII nachweisen (Kim et al. 1988, s. auch Abb. 64 u. 65 in Abschn.
III.5.4). Der Einfluß der negativen Ladungen auf die Heparin-Bindung der N-Glykane ließe
sich durch Sialidase-Verdau von HCII und anschließender Heparin-Affinitätschromatographie
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gezielt überprüfen. Ein Sialidaseverdau des verwandten Serpins AT wirkt sich jedoch nicht
auf die Heparin-Affinität aus (Peterson & Blackburn 1985).
Der Einfluß der Sialinsäuren auf die Heparin-Bindung scheint auch aus folgenden Überlegun-
gen gering zu sein: Das glykosylierte und daher Ladungs-mikroheterogene HCII müßte über
einen breiteren NaCl-Bereich eluieren, als das glykanfreie und damit nicht mikroheterogene
HCII. Ein solcher Effekt war aber nicht zu erkennen (vgl. Abb. 59 und 60). Der Sialylie-
rungsstatus von HCII, der zwar eine Rolle für die Glykoprotein-Clearance (Flesher et al.
1995) und zahlreiche weitere Funktionen (Varki 1993) spielen könnte, wirkt sich demnach
kaum auf die Heparin-Bindung bzw. die Thrombin-Inhibition aus.
Daher müßte der Grund für das veränderte Heparin-Bindungsverhalten sterische Ursachen
haben, die in der räumlichen Strukur der N-Glykane begründet sind.
Bei dem verwandten Serpin AT konnte ebenfalls ein Einfluß der Glykosylierung auf die He-
parin-Bindung festgestellt werden, deren Ursachen bereits gut untersucht sind und sich u. U.
auf HCII übertragen lassen.
Ein verändertes Glykosylierungsmuster von rekombinantem AT führt zu abweichenden Hepa-
rin-Affinitäten, wobei mit steigendem Umfang der N-Glykosylierung die Heparin-Affinität
sinkt. Humanes Plasma-ATα ist an den Asparagin-Resten 96, 135, 155 und 192 N-glykosyl-
iert. Die β-Isoform bindet aufgrund eines fehlenden N-Glykans am Asparagin 135 erheblich
fester an Heparin (Peterson & Blackburn 1985, Picard et al. 1995). Sowohl das Vorhanden-
sein als auch der Verzweigungsgrad und damit die Größe des N-Glykans führen zu einer re-
duzierten Heparin-Affinität (BHK-Zellen: Fan et al. 1993, CHO-Zellen: Björk et al. 1992b,
transgene Ziegen-Milch: Edmunds et al. 1998).
Abb. 68: AT-Modell. a) Kalottenmodell. Basische Aminosäuren der Heparin-Bindungsstelle: blau; Asparagine
der N-Glykosylierungsstellen: gelb; reaktive Schleife: rot; b) Zuordnung der Positionen der Heparin-bindenden
(•) und N-glykosylierten (∆) Aminosäuren (entnommen aus: Ersdal-Baju et al. 1997)
Varianten des N-Glykans an Asparagin 155 führen zu veränderter Heparin-Affinität, wobei
eine Fucosylierung zur Verringerung (Garone et al. 1996) und ein Oligo-Mannose-Typ an
dieser Position zur Erhöhung der Heparin-Affinität führt (Edmunds et al. 1998).
Die Position der N-Glykane wirkt sich ebenfalls auf die Heparin-Bindung aus. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen der relativen Entfernung des N-Glykans zur Heparin-




den (Olson et al.1997). Den größten Einfluß hat das N-Glykan an Asparagin 135, da es sich
offensichtlich von den vier N-Glykanen in der geringsten Entfernung zur Heparin-
Bindungsstelle befindet (Abb. 68).
Bei den Positionen der N-Glykane gibt es zwischen AT und HCII keine Übereinstimmungen.
Allerdings liegen bei beiden Serpinen die N-Glykane topologisch auf der gleichen Seite des
Proteins. Beim HCII befindet sich das N-Glykan in Position 30 in einer Entfernung von 20
Aminosäuren vor der sauren Domäne des N-Terminus. Das N-Glykan in Position 169 liegt
unmittelbar vor der GAG-Bindungsstelle, und zwar vier Aminosäuren vor Lysin 173 (Abb.
69). Wegen der Nähe zum ausschließlich Heparin-bindenden Lysin 173 (Whinna et al. 1991)
dürfte die sterische Behinderung der Heparin-Bindung größer als die der Dermatansulfat-
Bindung sein. Das N-Glykan in Position 368 befindet sich vermutlich in zu großer Entfernung
von der GAG-Bindungsstelle, um direkt sterisch auf die GAG-Bindung Einfluß zu nehmen.
Abb. 69: HCII-Modell in Band/Kalotten-Darstellung ohne den N-Terminus (100 Aminosäuren), der sich auf-
grund mangelnder Homologie nicht modellieren läßt (s. Abschn. II.6.1). Die N-glykosylierten Asparagin-Reste
169 und 368 sind orange dargestellt und die an der GAG-Bindung beteiligten basischen Aminosäuren im Bereich
der α-Helix D blau. α-Helices: rot; β-Faltblätter: gelb; reaktive Schleife mit dem P1-Rest L444: violett; Helix-F-
Bereich: grün;
Alle drei N-Glykane liegen jedoch in einem Bereich, der für die intramolekulare Wechselwir-
kung mit dem N-Terminus in Frage kommt. Damit könnten sie indirekten Einfluß auf die He-
parin-Bindung nehmen.
Die GAG-Affinität könnte auch durch zusätzliche Kofaktoren beeinflußt werden wie z.B.
durch zweiwertige Kationen, wie es für die Ca-Spirulan-Bindung an HCII der Fall ist (Haya-
kawa et al. 1996 und 2000). Auch ein HCII-aktivierendes sulfatiertes Polysaccharid (AFE-
HCD) enthält Ca2+ und Mg2+ (Hayashi et al. 1997). Der Einfluß von Zn2+ auf die Heparin-



















5.2 Einfluß der Tyrosin-Sulfatierungen auf die Heparin-Affinität
Die Fähigkeit von CHO-Zellen Tyrosin-Sulfatierungen vornehmen zu können, wurde von
Mikkelsen et al. (1991) untersucht und bestätigt.
In Gegenwart des Sulfatierungs-Inhibitors Chlorat produzierten CHOHCII-Zellen einen großen
Anteil HCII, das stärker an Heparin bindet. Der Anteil des höher affinen HCII stieg, wenn
Chlorat in höherer Konzentration in Verbindung mit sulfatfreiem Medium eingesetzt wurde
(vgl. Abb. 62 u. 63). Wird im Medium zusätzlich die Konzentration von Cystein und Methio-
nin auf 1 % reduziert, kann eine über 90%ige Inhibition erzielt werden, da sich der interne
Sulfatpool der Zellen offensichtlich aus schwefelhaltigen Aminosäuren regenerieren kann
(Baeuerle & Huttner 1986).
Die Tyrosin-Sulfate (Tyrosin 60 und 73) liegen in einer sauren Domäne des N-Terminus, die
intramolekular an die GAG-Bindungsstelle von HCII bindet (vgl. Abb. 70a). Eine Mutation
von Tyrosin 60 zu Phenylalanin (Y60F) führt zu einer verringerten Heparin- und Dermatan-
sulfat-vermittelten Komplexbildung mit Thrombin (Ragg et al. 1990b) und könnte daher für
die Wechselwirkung wichtig sein. Bei dem strukturähnlichen Hirudin-Peptid 54-65 konnte
eine 17fach höhere Affinität für die Exosite I von Thrombin festgestellt werden, wenn es eine
Sulfatgruppe am Tyrosin 63 trägt (Anderson et al. 2000). Die Mutation des zweiten Tyrosins
(Y73F) fördert die Komplexbildung (Ragg et al. 1990b), vermutlich indem die intramolekula-
re Bindung des N-Terminus zur GAG-Bindungsstelle geschwächt wird. Demnach haben die
beiden Positionen der Tyrosin-Sulfatierung unterschiedliche Funktionen. Die Doppelmutante
Y60F/Y73F zeigte ebenfalls eine verringerte Thrombin-Komplexbildungsrate (Ragg et al.
1990a,b).
N-glykanfreies und unsulfatiertes HCII aus E. coli besitzt eine höhere Heparin-Affinität als
glykosyliertes Plasma- und CHO-HCII, aber auch als N-glykanfreies (aber sulfatiertes) HCII.
Diese hohe Affinität wird demnach durch fehlende Tyrosin-Sulfatierungen verursacht.
Für die höhere Affinität des unsulfatierten HCII gibt es zwei Möglichkeiten: 1. Die zwei feh-
lenden negativen Ladungen führen lediglich wegen der positiveren Nettoladung des gesamten
Proteins zu einer festeren (unspezifischen) Bindung an die negativ geladene Heparin-
Sepharose-Matrix. 2. Die fehlenden negativen Ladungen schwächen spezifisch die intramole-
kulare Bindung des N-Terminus an die GAG-Bindungsstelle, so daß letztere leichter zugäng-
lich wird und Heparin fester binden kann. In der Literatur gibt es Beispiele von HCII-
Mutanten mit ausgetauschten oder deletierten geladenen Aminosäuren, die nicht zu einer ver-
änderten Heparin-Affinität führten. (R103L, R189H: Blinder & Tollefsen 1990; R200A/E:
Ciaccia et al. 1997a). Daher ist die spezifische Wechselwirkung der sulfatierten Tyrosine mit
der GAG-Bindungsstelle die wahrscheinliche Ursache für die höhere Heparin-Affinität von
HCII aus Chlorat-behandelten CHO-Zellen.
5.3 Modell der Heparin-Bindungsstelle von HCII
Die Untersuchungen zur Heparin-Affinität von HCII lassen sich in einem Modell zusammen-
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fassen (Abb. 70). Die intrinsische Heparin-Affinität der Heparinbindungsstelle von HCII
konnte mit der in E. coli exprimierten Deletionsmutante HCII∆51-76 ermittelt werden. Sie
besitzt eine mit AT vergleichbar hohe Heparin-Affinität, da sie von Heparin-Sepharose bei
860 mM NaCl eluiert. Im Gegensatz zu AT wird dazu bei HCII jedoch keine spezifische Sac-
charid-Sequenz benötigt. Diese hohe Affinität sinkt infolge von intramolekularen Wechsel-
wirkungen und posttranslationalen Modifikationen auf 210 mM NaCl (HCII aus Blutplasma)
(Abb. 70a u.b). Drei unterschiedliche Mechanismen sind vermutlich daran beteiligt.
1. Kompetition: Die saure Domäne konkurriert mit Heparin um die GAG-
Bindungsstelle.
2. ionische Wechselwirkung: Zwei Tyrosin-Sulfatreste verstärken die Bindung der N-ter-
minalen sauren Domäne mit der basischen GAG-Bindungstelle.
3. sterische Behinderung: Ein oder mehrere N-Glykane, vermutlich besonders in Postion
169, verringern die Zugänglichkeit zur Heparin-Bindungsstelle.
a)
b)
Abb. 70: Modell der sukzessiven Verringerung der Heparin-Affinität der Heparin-Bindungsstelle von HCII (a)
durch intramolekulare Wechselwirkungen und posttranslationale Modifikationen (b). Die NaCl-Konzentrationen
der Elution von Heparin-Sepharose wurde mit folgenden HCII-Varianten ermittelt: HCII∆51-76 aus E. coli (860
mM), WT-HCII aus E. coli (440 mM), HCII aus Chlorat-behandelten CHO-Zellen (420 mM), HCII aus Tunica-
mycin-behandelten CHO-Zellen (330), CHO-HCII (270 mM), Plasma-HCII (210 mM).
Kompetition

































Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein Einfluß der posttranslationalen Modifikatio-
nen von Heparinkofaktor II (HCII) auf die Heparin-Bindung nachgewiesen werden. Auch die
Bildung des stabilen 1:1-Komplexes von HCII mit Thrombin beeinflußte die Bindung an He-
parin. Mit Hilfe einer HCII-Deletionsmutante (HCII∆51-76) ließ sich eine Immunfluoreszenz-
Methode etablieren, die HCII-aktivierende Glykosaminoglykane (Heparin und Dermatansul-
fat) in der extrazellulären Matrix lokalisiert.
HCII∆51-76 mit deletierter saurer Domäne des N-Terminus wurde in E. coli im 5-l-Maßstab
exprimiert. Aufgrund einer sehr hohen Affinität zu Heparin eignete sich HCII∆51-76 beson-
ders für den Immunfluoreszenz-Nachweis von HCII-bindenden Glykosaminoglykanen in der
extrazellulären Matrix.
Mit metabolischen Inhibitoren konnten posttranslationale Modifikationen von HCII in Zell-
kulturen gezielt unterdrückt werden. Die Inhibition der N-Glykosylierung mit Tunicamycin
erzeugte in CHO- und HepG2-Zellen HCII mit höherer Heparin-Affinität. Die Inhibition der
Tyrosin-Sulfatierung durch Chlorat erhöhte die Heparin-Affinität ebenfalls.
Zur Analyse der Heparin-Bindung wurden Affinitätschromatographie-Säulen mit immobili-
siertem Heparin verwendet und die NaCl-Konzentration bestimmt bei der die Proteine eluie-
ren. HCII eluierte von Heparin-Sepharose bei 210 mM NaCl, Thrombin bei 480 mM und der
Thrombin-HCII-Komplex bei 380 mM. Dies ließ den Schluß zu, daß sich die Heparin-
Bindungsstelle von Thrombin durch die Komplexierung verändert haben muß, da sich dessen
Heparin-Affinität infolge der Komplexbildung verringert hat.
Die Struktur sowie die Anzahl der N-Glykane und der sulfatierten Tyrosin-Reste von HCII
konnte durch eine Kooperation mit der Gesellschaft für Biotechnologische Forschung mbH in
Braunschweig von H. S. Conradt und Mitarbeitern aufgeklärt werden. Aus humanem Plasma
gereinigtes HCII besitzt drei überwiegend biantennäre fast vollständig (α2→6)-sialylierte
Glykane vom komplexen Typ. Etwa 10 % der N-Glykane sind triantennär und tragen auf-
grund einer peripheren Fucosylierung Sialyl-LewisX-Motive. Zwei Tyrosin-Reste im N-
Terminus sind annähernd vollständig sulfatiert und die Methionin-Reste von HCII teilweise
oxidiert. Die rekombinante Expression von humanem HCII in CHO-Zellen erzeugte ein Pro-
tein mit ebenfalls sulfatierten Tyrosin-Resten und drei überwiegend biantennären N-Glykanen




Anhand der untersuchten HCII-Varianten konnte ein Modell entworfen werden, das die Ursa-
chen der relativ geringen Heparin-Affinität von humanem Plasma-HCII erklärt. Durch additi-
ve Effekte der posttranslationalen Modifikationen und durch intramolekulare Kompetition
sinkt die Affinität der Glykosaminoglykan-Bindungsstelle:
Die intrinsische (nicht durch den N-Terminus, N-Glykane und Tyrosin-Sulfatierung herabge-
setzte) Heparin-Affinität der GAG-Bindungsstelle von HCII ist sehr hoch und mit der Hepa-
rin-Affinität von Antithrombin vergleichbar. Der intrinsischen Affinität entspricht die Elution
von Heparin-Sepharose bei 860 mM NaCl, wie es die unsulfatierte nicht N-glykosylierte De-
letionsmutante HCII∆51-76 aus E. coli zeigt. Durch Kompetition mit dem funktionstüchtigen
N-Terminus (Wildtyp-HCII aus E. coli) sinkt die Heparin-Affinität, und die Elution erfolgt
bereits bei 440 mM NaCl. Die N-Glykosylierung von HCII bewirkt eine weitere (leichte)
Herabsetzung der Heparin-Affintät durch sterische Behinderung, so daß N-glykosyliertes aber
nicht sulfatiertes HCII (Chlorat-inhibiertes HCII) bei 410 mM NaCl eluiert. HCII ohne N-
Glykane aber mit Tyrosin-Sulfaten eluiert bereits bei 330 M, da die beiden Tyrosin-Sulfate in
der sauren Domäne des N-Terminus zur dessen intramolekularen ionischen Wechselwirkung
mit der basischen Glykosaminoglykan-Bindungsstelle beiträgt. Dies verstärkt die Kompetition
zwischen dem N-Terminus und Heparin um die Bindungsstelle. HCII aus CHO-Zellen, das N-
Glykane und Tyrosin-Sulfate besitzt, eluiert bereits bei 270 mM NaCl und hat damit im Ver-
gleich zu Plasma-HCII (210 mM NaCl) eine etwas höhere Heparin-Affinität. Möglicherweise
verstärkt die proximale Fukosylierung des CHO-HCII die schwächende Wirkung der N-
Glykane auf die Heparin-Bindung.
Diese Ergebnisse führen zu einem besseren Verständnis der molekularen Struktur und alloste-
rischen Dynamik von HCII. Der für das hochaffine HCII∆51-76 etablierte Immunfluoreszenz-
Nachweis könnte einen Beitrag zur Aufklärung der bisher unbekannten physiologischen Rolle
des Inhibitors leisten. Beispielsweise ließe sich diese Methode für das Auffinden von HCII
oder dessen Thrombin-Komplexen im (fixierten) Gewebe einsetzen. Die rekombinante Ex-
pression in CHO-Zellen erzeugt − anders als die Expression des Wildtyps in E. coli − ein Pro-
tein mit einer dem Plasma-HCII vergleichbaren Heparin-Affinität, da die N-Glykosylierungen
und Tyrosin-Sulfatierungen von diesen Zellen durchgeführt werden. Dieser Aspekt dürfte im











AT Antithrombin (Synonym: ATIII, Antithrombin III)
ATCC American Type Culture Collection
BCA Bicinchoninsäure
Bp Basenpaare
BSA bovine serum albumin / Rinderserum-Albumin
bzw. beziehungsweise
C Crosslinker der Acrylamid-Monomerlösung: N,N´-Methylenbisacrylamid (Bis)
C1-I. C1-Inhibitor
ca. circa
CHO chinese hamster ovary
CHOHCII CHO-Zellen stabil transfiziert mit der c-DNA für humanen Heparinkofaktor II
CHO-HCII rekombinanter Heparinkofaktor II aus CHOHCII-Zellen
Con A Canavalia ensiformis Agglutinin, Concanavalin
cv column volume
d Tag
DASS defined antigenic substrate spheres, Antigen-gekoppelte-Partikel für Immunfluoreszenz
DAPI 4‘,6-Diamidino-2-phenylindol
DHFR Dihydrofolatreduktase




DSA Datura stramonium Agglutinin
DTAF Dichlorotriazinylamino-Fluoreszein
E. coli Escherichia coli
ECACC European Collection of Cell Cultures
ECM extrazelluläre Matrix
EDTA Ethydiamintetraessigsäure




FCS fetal calf serum
FGF fibroblast growth factor
FITC-HCII mit Fluoresceinisothiocyant markiertes HCII
FITC Fluoresceinisothiocyanat
Fn Fibronectin
FPLC fast protein liquid chromatography
Fuc L(-)Fukose









HCII Heparinkofaktor II (Synonym: Leuserpin-2)
HCV Hepatitis C Virus




HIV human immunodeficiency virus
HPAEC-PAD high-pH anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection







k Kilo-, x 103
kB Kilobasen
k.A. keine Angaben
kD Kilo-Dalton, relative Molekülmasse x 103
l Liter
LB Lennox L Broth Base
LMW low molecular weight
log-Phase logarithmische Wachstumsphase












MW Molekülmasse (molecular weight)
MWCO molecular weight cut off / Molekülmassen-Ausschluß (Maß für Porengröße)
N Asparagin
n Nano-, *10-9
n. n. nicht nachweisbar
NaCl Natriumchlorid
NCS newborn calf serum
NeuAc N-Acetyl-Neuraminsäure




PB 20 mM Na-Phosphatpuffer





















SNA Sambucus nigra Agglutinin
T Threonin

















v/v Volumen pro Volumen































Anti-HCII-Antikörper 188/2/1, monokl. IgG 2b aus gefälltem Maus-Ascites Hoechst
Anti-HCII-Antikörper 92/2/12, monokl. Antikörper IgG1, POD-Konjugat Hoechst
Anti-human-Antithrombin III aus Kaninchen, 900248 Hoechst
Anti-human-HCII, Kan 1, Abnahme 7, 02.01.89, Kaninchenserum Hoechst
Anti-human-Thrombin aus Kaninchen (Ch.-B.: 62HR/08) Hoechst
Anti-Kaninchen-Ig aus Esel, Peroxidase-Konjugat (NA934) Amersham
















Dimethylsulfoxid (DMSO), für die Spektroskopie Merck
DMEM/F12 (32500) Gibco
DMEM/F12, sulfatfrei (D9785) Sigma
DNase I from Bovine Pancreas Amresco
DTAF-konjugierter Ziege-anti-Maus-IgG(H+L) (115-015-062) Dianova
Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) (31600) Gibco/Life Technologies
ECL-Detektionslösung (RPN 2106) Amersham
Essigsäure 100 % Merck
Ethanol, 96 % Merck
Ethylendiamintetraacetat-Na2 (EDTA-Na2) Merck
Fibronectin aus Rinderplasma (33010-018) Gibco/Life Technologies
Fluoresceinisothiozyanat, Isomer I (F7250) Sigma
Fötales Kälberserum (10106-169) Gibco/Life Technologies
Glucose Sigma
Glutamin Merck
Glycerin (87 %) Merck
Glycin Baker



















MEM Alpha Medium ohne Nukleoside (12000) Gibco/Life Technologies






Na2HPO4 x 7 H2O Fluka
Na-Chlorat (S3171) Sigma
NaCl z.A. Riedel de Haen
NaH2PO4 Merck





Penicillin G (P-3032) Sigma
Phenylalanin Merck
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)(P7626) Sigma
PNGase F aus Flavobacterium meningosepticum Boehringer Mannheim
Polybren ((H9268) Sigma






Source Plasma, for manufacturing use only Sera-Tec Biologicals
Standard-Human-Plasma (ORKL 12) Behring
Streptomycin (722K779117) Merck
Thrombin (T1063, T6759) Sigma





Trypanblau-Lösung, 0,4 % Sigma
Trypsin Sigma
Tunicamycin (T7765) Sigma
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